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ABSTRAKT 
Diplomová práce pojednává o procesu enzymatické hydrolýzy odpadní papíroviny jako 
zdroje pro výrobu kapalných biopaliv. Navazuje bezprostředně na stejnojmennou diplomovou 
práci Ing. Brummera, je jejím pokračováním a vychází z poznatků, které byly v předchozí 
práci vyřešeny a rozhodnuty. 
V teoretické části jsou shrnuty základní informace o enzymatické hydrolýze odpadní 
papíroviny a s tím související vlivy různých faktorů na rychlost a stupeň hydrolýzy. Zvýšená 
pozornost je věnována odpadní lepence a metodám její předúpravy s ohledem 
na maximalizaci výtěţku hydrolýzy. Další část shrnuje moţnosti fermentační výroby 
biopaliva se zaměřením na metodu simultánní sacharifikace a fermentace, u které je 
podrobněji diskutován výběr vhodného mikroorganismu pro etanolové kvašení. Poslední část 
je věnována návrhu technologického postupu od vstupu suroviny aţ po separaci vzniklého 
etanolu. 
V experimentální části byla zkoumána předúprava odpadní papíroviny za účelem 
maximalizace efektivity hydrolýzy. Nejlepších výsledků bylo dosaţeno za pouţití vibračního 
mlýna. Dále byly optimalizovány jednotlivé parametry simultánní sacharifikace a fermentace 
za pouţití enzymů společnosti Novozymes® a kvasinek Saccharomyces cerevisiae. 
Byla sledována míra přeměny celulózy obsaţené v odpadní papírovině na redukující 
sacharidy spektrofotometrickou metodou dle Somogyi – Nelsona a mnoţství vznikajícího 
etanolu bylo kvantifikováno za pomoci HPLC/RI. V rámci práce byly optimalizovány 
podmínky (mnoţství enzymů, substrátu, ţivin, kvasinek, teplota, pH, druh pufru) s ohledem 
na maximalizaci efektivity celkového procesu. Veškeré experimenty byly prováděny na vlnité 
lepence, která byla zvolena v diplomové práci Ing. Brummera jako nejperspektivnější materiál 
k hydrolýze patřící mezi odpadní papírovinu.  
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ABSTRACT 
In diploma thesis the process of enzymatic hydrolysis of waste paper as a source for the 
production of liquid biofuels is discussed. It follows directly the homonymous diploma thesis 
from Ing. Brummer, and it is based on the findings, which were solved and decided in 
previous work.  
In the theoretical part there is a summarization of basic information on the enzymatic 
hydrolysis of waste paper and the associated influences of various factors of the rate and 
degree of hydrolysis. Higher attention is paid to a waste cardboard and its pretreatment 
methods due to the maximalization of the yield of hydrolysis. The next part summarizes 
options of the fermentative production of biofuels, focusing on the method of simultaneous 
saccharification and fermentation, where the further appropriate organism for ethanol 
fermentation is discussed. The last part is about the technological process from the raw 
material input to the separation of ethanol.  
In the experimental section the pre-treatment of waste paper in order to maximize the 
efficiency of hydrolysis was examined. The best results were achieved using a vibratory mill. 
In addition, various parameters for simultaneous saccharification and fermentation were 
optimized using enzymes from Novozymes
®
 company and the yeast Saccharomyces 
cerevisiae. The conversion rate of waste paper cellulose to reducing sugars was observed by 
spectrophotometric method by Somogyi – Nelson and the amount of produced ethanol was 
quantified using HPLC / RI. As a part of this thesis some conditions (amount of enzyme, 
substrate, nutrients, yeasts, temperature, pH, type of buffer) were optimized to maximize the 
effectiveness of the overall process. All experiments were carried out on corrugated 
cardboard, which was chosen as the most promising material for hydrolysis that was among 
the waste paper pulp in diploma thesis by Ing. Brummer. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Enzymatická hydrolýza, fermentace, odpadová papírovina, lepenka, biopalivo, celuláza, 
Novozymes, Saccharomyces cerevisiae, SSF. 
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1 ÚVOD 
Vzhledem k rostoucí světové poptávce po energii, zvyšující se ceně ropy a vzrůstajícímu 
povědomí o globálním oteplování roste zájem soukromých firem i veřejného sektoru 
o biopaliva. [1] 
 Oproti fosilnímu palivu, které bylo vytvořeno před mnoha miliony let a bude časem 
vyčerpáno, představuje tento druh paliva řadu výhod. Mezi nejvýznamnější z nich patří 
obnovitelnost, snadná dostupnost z běţných zdrojů biomasy a šetrnost k ţivotnímu prostředí. 
[2], [3], [4] 
Zatímco výroba biopaliv z rostlin se škrobovým základem (např. kukuřice, pšenice) je jiţ 
poměrně běţná, začíná se vyvíjet nový směr, zaměřený na materiál s lignocelulózovým 
základem (např. zemědělský odpad, starý novinový papír, lepenka), který nebyl do této chvíle 
vyuţíván. [5] 
Protoţe v posledních letech dochází ke zvyšování mnoţství pevného odpadu z důvodu 
rostoucí lidské populace a urbanizace, představuje odpadní materiál problém pro udrţitelný 
rozvoj. Za účelem minimalizace skládkování odpadu zavedly mnohé země recyklační 
programy. Část z recyklovaného materiálů obsahující celulózu můţe být s výhodou pouţita 
jako surovina pro výrobu ekologického biopaliva. [6], [7] 
Nalezení nejvhodnějších technologických postupů pro výrobu lignocelulózových biopaliv 
zaměstnává v současnosti rozsáhlou část světové výzkumné kapacity, protoţe biopaliva druhé 
generace umoţní pouţití široké škály biomasy, tedy i odpadního materiálu na výrobu 
biopaliva. [8] 
Zatímco v současnosti jsou tyto technologie příliš drahé pro komerční pouţití, existuje 
značný potenciál pro jejich vyuţití v budoucnosti. [1] 
Účelem této práce bylo prozkoumat potenciál enzymatické hydrolýzy odpadní papíroviny 
jako alternativní suroviny pro výrobu biopaliva.  V rámci práce byla pouţita lepenka jaké 
zástupce odpadní papíroviny.  
Lepenky, je obvykle vyráběna za pouţití technologie Kraft, která zajišťuje částečné 
odstranění hemicelulózy a ligninu. Obsah polysacharidů ve vlnité lepence je přibliţně 75 % 
sušiny a její enzymová stravitelnost je vysoká. To lze připsat k morfologickým změnám 
způsobeným vyjmutím ligninu během rozvlákňování, které mají za následek zlepšenou 
přístupnost enzymům. [6] 
 Byly zkoumány optimální podmínky v procesu enzymatické hydrolýzy. Cílem této práce 
bylo zjistit, jestli lze procesem simultánní sacharifikace a fermentace překonat nízkou 
produktivitu samotné hydrolýzy (zjištěnou v předchozí práci) a za jakých podmínek je moţné 
toho dosáhnout. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Definice a vymezení pojmů 
2.1.1 Biomasa 
Biomasa je definována jako hmota rostlinného nebo ţivočišného původu (organická 
hmota). Vyhláškou 252/2000 sb. MPO je definována jako rostlinný materiál, který lze pouţít 
jako palivo pro účely vyuţití jeho energetického obsahu. [9] 
Můţe být získána ze zemědělství (pěstováním plodin nebo uţitím odpadních surovin), 
lesnictví (pěstování dřevin), průmyslu, nebo jako součást komunálního odpadu. [9], [10]  
2.1.2 Lignocelulóza 
Lignocelulóza je hlavní sloţkou biomasy. Je tvořena přírodními polymery, převáţně 
celulózou, hemicelulózou a ligninem, jejichţ zastoupení je značně proměnlivé. [9], [11] 
2.1.3 Papírovina 
Papírovina je souhrnný název pro vodní suspenzi vláken, nebo směsi vláken a ostatních 
přísad (plnidel, klíţidel, barviv, pomocných chemických prostředků apod.), která jsou vhodná 
pro výrobu papíru. [12] 
2.1.4 Biopalivo 
Biopalivo je označení pro pevná, kapalná, nebo plynná paliva, které jsou převáţně 
vyrobena z biomasy a biologického odpadu. [7] 
2.1.5 Kapalná biopaliva 
Kapalné biopalivo je nositelem energetického obsahu, poţívaným především k pohonu 
motorových vozidel. Kapalná biopaliva se dělí na alkoholová (bio – metanol, etanol, butanol), 
biooleje (rostlinný olej, bionafta), zkapalněná plynná biopaliva (bioplyn, dřevoplyn), 
biopaliva vzniklá termální depolymerizací. [7] 
2.1.6 Enzymy 
Enzymy jsou bílkovinné katalyzátory chemických reakcí. Ve srovnání s anorganickými 
katalyzátory mají větší substrátovou specifitu, podléhají regulaci a reakce katalyzované 
enzymy se vyznačují vyšší reakční rychlostí. [13] 
2.1.7 Hydrolýza 
Hydrolýza je chemický proces, při kterém za působení vhodného katalyzátoru v přebytku 
vody dochází k rozkladu substrátu na nové produkty. [14] 
2.1.8 Fermentace 
Fermentace je proces, při němţ probíhají v důsledku metabolické aktivity mikroorganismů 
chemické přeměny organických látek na ţádané produkty. [15] 
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2.2 Přehled výsledků dosažených v diplomové práci Ing. Brummera 
Předkládaná diplomová práce je pokračováním stejnojmenné diplomové práce 
Ing. Brummera. V práci bylo zjištěno mnoho poznatků a učiněny závěry, které jsou nezbytné 
pro další pokračování a jsou shrnuty v textu níţe. 
V uvedené práci byla sledována enzymatická degradace celulózy na základě přírůstku 
redukujících sacharidů pomocí metody Somogyiho – Nelsona, která byla prováděna za pouţití 
testovacího balíčku enzymů Novozymes® Biomass kit. Z něj byly uţívány enzymové 
preparáty NS50013 (celulolytický komplex) a NS50010 (β-glukozidáza) pro proces 
enzymatické hydrolýzy s pouţitím odpadního papíru jako substrátu. [16] 
2.2.1 Optimalizací podmínek enzymatické hydrolýzy na modelovém materiálu 
V první části se práce zabývala optimalizací podmínek enzymatické hydrolýzy 
na modelovém materiálu (buničina a filtrační papír) s vysokým obsahem celulózy za účelem 
získání nejlepších podmínek enzymatické hydrolýzy. Byla provedena hrubá optimalizace 
podmínek (typu a molarity pufrů, pH, koncentrace substrátu a enzymů, teploty a intenzity 
míchání), které byly následně aplikovány na konkrétních odpadních papírových materiálech 
(ofset kartón, recyklovaný papír, papír MYsol matný, lepenka). [16] 
Provedením hrubé optimalizace bylo dosaţeno nejlepších výsledků při pouţití octanového 
pufru s molaritou nastavenou tak, aby pH výluhu po hydrolýze bylo v rozmezí 4,43 – 4,93. 
Druhého nejlepšího výsledku bylo dosaţeno za pouţití citráto-fosforečnanového pufru. [16] 
Nejvhodnější intenzita míchání na pouţité temperované třepačce byla 194 otáček za 
minutu, nejvhodnější teplota procesu hydrolýzy byla zvolena 50 °C. [16] 
 Nejvhodnější koncentrace substrátu byla stanovena na 8 % w/v (testováno na buničině). 
Pro dávkování enzymů se po srovnání specifických aktivit enzymů jako nejlepší jevila 
hodnota 2 % w/w na TS preparátu NS50013 (celulolytický komplex) s přídavkem 0,2 % w/w 
na TS preparátu NS50010 (β-glukosidáza). V 96 hodinovém procesu hydrolýzy ale byla 
vyhodnocena jako nedostatečná a zřetelně vyšší výtěţky byly dosaţeny při dávkování enzymů 
6 a 10 % w/w na TS preparátu NS50013 (celulolytický komplex) s přídavkem 0,6 a 1,0 % 
w/w na TS preparátu NS50010 (β-glukosidáza). [16] 
2.2.2 Testování jednotlivých druhů odpadních papírů v procesu enzymatické 
hydrolýzy 
Po získání představy o vhodných podmínkách pro činnost celulolytického komplexu byly 
testovány jednotlivé druhy odpadních papírů (ofset kartón, recyklovaný papír, papír MYsol 
matný, lepenka) v procesu enzymatické hydrolýzy. [16] 
2.2.2.1 Základní kompoziční analýza 
Pro vyhodnocení procesu hydrolýzy byla v práci provedena základní kompoziční analýza 
pouţitých substrátů (stanovení sušiny, obsahu popela a celulózy). [16] 
Obsah sušiny byl ve všech pouţitých materiálech v oblasti 95,36 aţ 96,93 % a výrazně se 
nelišil u jednotlivých papírů. [16] 
 12 
Obsah popela, který souvisí s obsahem plnidel v papíře, se pohyboval u odpadních papírů 
v rozmezí 14,02 – 39,65 %. Nejniţší obsah popela byl u lepenky. [16] 
U chemicky předupravené lepenky klesl obsah popela při pouţití předúpravy 0,25% H3PO4 
z 14,0 ± 0,2 % na 9,7 ± 0,2 %, při pouţití kombinace 0,25% H3PO4 a 2% NaOH 
na 7,88 ± 0,04 %. [16] 
Obsah celulózy se pohyboval u všech chemicky neošetřených pouţitých odpadních 
materiálů v oblasti 38,45 aţ 66,60 %. U chemicky předupravené lepenky stoupl obsah 
celulózy při pouţití předúpravy 0,25% H3PO4 z 58,15 ± 0,01 % na 59,88 ± 0,06 %, při pouţití 
kombinace 0,25% H3PO4 a 2% NaOH na 66,68 ± 1,34 %. [16] 
2.2.2.2 Testování fed-batch procesu hydrolýzy s použitím lepenky jako substrátu 
Byla provedena Fed-batch enzymatická hydrolýza s 2 % w/w na TS dávkováním preparátu 
NS50013 s pouţitím mletého odpadního papíru. Nejvyšší experimentální výtěţek 24,4 % byl 
dosaţen u lepenky, která byla vyhodnocena jako nejperspektivnější materiál z testovaných 
odpadních papírů. [16] 
Lepenka byla podrobena různým kombinacím chemické předúpravy a takto předupravený 
materiál slouţil jako substrát pro Fed-batch enzymatickou hydrolýzu s 2 %, 6 % a 10 % w/w 
na TS dávkováním preparátu NS50013. Chemická předúprava materiálu nesplnila očekávání 
radikálního zvýšení výtěţků. Toho se podařilo dosáhnout zvýšením dávkování celuláz na 6 a 
10 % w/w na TS. Nejvyšší výtěţek byl dosaţen při 10% dávkování celuláz s pouţitím 
předúpravy 0,25% H3PO4 a 2% NaOH (48,3 %). [16] 
2.2.3 Závěr práce 
Ze závěru práce vyplývá, ţe pro průmyslové uţití je nutno dosáhnout vyšších výtěţků. 
Dále je předloţen návrh moţného řešení nízkých výtěţků v podobě spojení hydrolýzy 
s fermentací pouţitím souběţné sacharifikace a fermentace (SSF). Pouţitím SSF dochází 
k redukci inhibice celulolytických enzymů produktem hydrolýzy, díky kontinuální utilizaci 
vhodným typem mikroorganismu za tvorby fermentačních produktů. [16] 
2.3 Přehled a srovnání metod hydrolýzy lignocelulózového materiálu pro 
fermentační technologie 
Hydrolýza je chemický proces rozkladu substrátu (poly-,oligo- sacharidů) na nové 
produkty v přebytku vody. [14] 
(C6H10O5)n + nH2O ↔ nC6H12O6 
Rozklad se provádí pomocí kyselin, enzymaticky, termomechanickou a termochemickou 
degradací. Kyselá hydrolýza se dělí na hydrolýzu s koncentrovanými kyselinami při nízké 
teplotě a s nízkými koncentracemi kyselin při vysoké teplotě. [17], [18] 
Jednotlivé metody se liší celkovým výtěţkem hydrolýzy, ale také mnoţstvím neţádoucích 
degradačních produktů. Obecně platí, ţe postupy kyselé hydrolýzy vedou k široké škále 
sloučenin ve výsledném hydrolyzátu (viz kapitoly 2.5.4 a 2.6.3.5 ), z nichţ některé negativně 
ovlivňují další zpracování hydrolyzátu, oproti tomu pouţitím enzymatické hydrolýzy vzniká 
takovýchto látek pouze minimum. [11], [18] 
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2.3.1 Hydrolýza koncentrovanými kyselinami 
Hydrolýza koncentrovanými kyselinami se skládá ze dvou kroků.  
V prvním kroku se vyuţívá vlastnosti celulózy, která je zcela rozpustná v 72% H2SO4 nebo 
42% HCl při relativně nízkých teplotách (10 – 45 °C). Hydrolýzou vznikají 
depolymerizované oligosacharidy, z nichţ většinu tvoří celulotetrózy a minoritní část tvoří 
glukóza. [18] 
V druhém kroku po rozpuštění v koncentrované kyselině je oligomerní směs zředěna a 
zahřátá na teplotu v rozmezí 100 – 200 °C po dobu 1 – 3 hodin. Tento krok převádí 
oligomerní řetězce glukózy na její monomerní sloţky. [18] 
Výhodou kyselé hydrolýzy při vysokých koncentracích kyselin je nezávislost rychlosti 
procesu na struktuře a krystalinitě celulózového substrátu. Díky tomu jsou výnosy glukózy 
větší neţ 90 % teoretické hodnoty. [18] 
Hlavní nevýhody v pouţití koncentrované kyseliny jsou neselektivnost (rozkládá stejně 
celulózu i lignin) a nutnost jejich recyklace z důvodu ekonomické efektivity. Recyklace je 
však finančně nákladná. Dodatečné náklady také vznikají v důsledku poţadavku na pořízení 
velkoobjemových, korozně odolných reaktorů, které jsou nezbytné z důvodu ochrany před 
koncentrovanými kyselinami, a dlouhé reakční doby procesu. [18] 
2.3.2 Hydrolýza zředěnými kyselinami 
Zatímco koncentrované kyseliny hydrolyzují celulózu rychle, bez zvláštních poţadavků 
na předčištění, výnos zkvasitelných cukrů je sníţen vzhledem k degradaci glukózy 
po uvolnění z polymeru. [18] 
Hydrolýza zředěnými kyselinami oproti tomu přináší menší mnoţství rozkladných 
produktů glukózy, ale také menší rychlost hydrolýzy, kterou způsobuje struktura celulózy. 
[18] 
Technické postupy, které pouţívají zředěné H2SO4 dosahují výnosu přibliţně 65 – 80 % 
teoretického výtěţku redukujících sacharidů. Rychlost konverze materiálu zředěnými 
kyselinami můţe být podstatně zlepšena při velmi vysokých teplotách (500 °C) a během 
krátkého času. [18] 
Hlavní nevýhodou procesu při vysoké teplotě a zvláště při nízkém pH je zvýšená tvorba 
degradačních produktů hemicelulózy, jako jsou karboxylové kyseliny a furany, které mají 
inhibiční charakter pro mikroorganismy následné fermentace. Mezi další nevýhody procesu 
patří nízké výnosy sacharidů, vysoké nároky na antikorozní materiály, vysoká spotřeba 
energie v důsledku hydrolýzy při zvýšených teplotách a tlacích.  [18], [19] 
Celkové náklady na proces se zředěnými kyselinami jsou mnohem menší neţ v případě 
koncentrovaných kyselin. Proto není nezbytné kyseliny recyklovat. [18] 
2.3.3 Enzymatická hydrolýza 
Celulázy, mikrobiální enzymy schopné hydrolýzy celulózy, jsou ve skutečnosti tvořeny 
z několika různých synergických sloţek. Celulázový komplex se skládá ze třech základních 
sloţek, které mohou být přítomny ve více formách, často jako izoenzymy. Tyto skupiny 
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enzymů, jsou klasifikovány jako endo-β-(1,4)-glukanázy, exo-β-glukanázy a β-(1,4)-
glukozidázy. [14], [18]  
Kaţdá skupina má určitou funkci: 
 endo-β-(1,4)-glukanázy se skládají z několika komponent, u kterých je 
předpokládáno náhodné štěpení β-(1,4)-glykosidických vazeb v celulóze především 
v amorfní oblasti za vzniku oligosacharidů o různé molekulové hmotnosti; 
 exo-β-glukanázy se skládají ze dvou podskupin: 
o β-(1,4)-glukan-glukohydrolázy, které odštěpují glukózové jednotky 
z neredukujícího konce řetězce celulózy, 
o β-(1,4)-glukan-celobiohydrolázy, které odštěpují celobiózové jednotky 
z neredukujícího konce řetězce; 
 β-(1,4)-glukozidáza hydrolyzuje celobiózu a krátké oligosacharidy na glukózu. 
V procesu jsou enzymy pouţívány za mírných podmínek. Díky tomu vzniká jen minimum 
inhibitorů, které by brzdily aktivitu enzymů a zároveň enzymatická hydrolýza vyţaduje méně 
energie neţ kyselá. [19], [21] 
Zásadní nevýhodou enzymatické hydrolýzy jsou poměrně vysoké náklady na enzymy. 
Nicméně, mnoho společností hledá způsoby, jak sníţit náklady pomocí masové výroby. Proto 
se v blízké budoucnosti předpokládá, ţe cena enzymů klesne na více konkurenceschopnou 
úroveň. [18], [19], [21] 
2.3.3.1 Mechanismus enzymatické hydrolýzy 
Mechanismus zahrnuje štěpení vnitřní glykosidické vazby endo-glukanázami následovaný 
synergickým účinkem endo- a exo-glukanáz. Finální hydrolýza oligosacharidů je 
katalyzována β-glukosidázou. Endoglukanáza je nejen schopná štěpení kovalentní 
glykosidické vazby, ale také narušení vodíkových vazeb krystalické celulózy 
(viz kapitola 2.5.2.3). Celkový průběh je schematicky zobrazen na obrázku č. 1. [18] 
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Obrázek č. 1: Schematické znázornění synergického působení jednotlivých enzymů 
na celulózu [18] 
2.3.4 Srovnání enzymatické a kyselé hydrolýzy 
V tabulce č. 1 jsou shrnuty hlavní rozdíly mezi enzymatickou a kyselou hydrolýzou. [18] 
Tabulka č. 1: Srovnání procesu enzymatické a kyselé hydrolýzy celulózového materiálu [18] 
Kyselá hydrolýza Enzymatická hydrolýza
1.
Nespecifický katalyzátor, proto bude 
rozkládat lignin stejně jako hydrolyzovat 
celulózu
Specifický katalyzátor, nutnost fyzikálních a 
chemických předúprav materiálu, aby byla 
celulóza dostupná degradaci
2.
Rozklad hemicelulóz na inhibiční sloţky 
(např. furfural) a oxidační rozklad 
monosacharidů kyselinami
Produkce roztoku sacharidů připraveného pro 
následnou anaerobní fermentaci 
3.
Náročné provozní podmínky spojené s 
většími náklady na antikorozní opatření a 
ohřev
Mírné provozní podmínkách (50°C, 
atmosférický tlak, pH 4,5 – 5,0)
4.
U koncentrovaných kyselin - vysoké 
náklady na recyklaci a znovupouţití kyselin 
Vysoké náklady na produkci celuláz, obtíţná 
recyklace 
5. Vysoká rychlost hydrolýzy Niţší rychlost hydrolýzy
6.
Vzniklý odpad u kyselé hydrolýzy má 
charakter nebezpečného odpadu
Vzniklý odpad po enzymatické hydrolýze je 
bez problému kompostovatelný, nebo spalitelný
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2.4 Odpadní lepenka, jako surovina pro enzymatickou hydrolýzu 
Materiály na bázi celulózy, mezi něţ patří odpadní papírovina i lepenka, představují 
perspektivní surovinu, protoţe se z velké části jedná o odpadní materiály, jejichţ zdroje jsou 
obnovitelné a jejichţ cena je v porovnání se zemědělskými surovinami velmi nízká, mohly by 
tak teoreticky představovat ideální surovinu pro navazující biotechnologický proces. [17], [6] 
Ve srovnání s alternativními surovinami (např. zemědělských vedlejších produktů jako je 
sláma), odpadní papírovina vykazuje několik výhod, mezi které patří: 
 široká dostupnost a nesezónní charakter 
 náklady na pořízení jsou nízké nebo záporné 
 sběr a přeprava jsou usnadněny zvýšením spolupráce spotřebitelů 
 lepší vlastnosti pro chemické a enzymatické zpracování způsobené předchozími 
chemickými úpravami. [6] 
2.4.1 Výroba lepenky 
Lepenka, jedna z hlavních frakcí odpadní papíroviny, je obvykle vyráběna ze smrkového 
nebo borovicového dřeva alkalickým rozvlákňováním známým jako Kraft proces. [22] 
Tento proces vyuţívá směsí hydroxidu sodného a sulfidu sodného. Tato chemická směs je 
známá jako bílý likér. Hydroxid atakuje molekuly ligninu ve vlákně, štěpí je na menší 
segmenty, které jsou rozpustné v alkalickém roztoku. Výstup z rozvlákňování se skládá 
z oddělených dřevěných vláken a černého likéru, který obsahuje rozpuštěný lignin a částečně 
zreagované rozvlákňovací chemikálie.[22], [23] 
Zbývající lignin je velmi pozměněn z hlediska velikosti i vztahu k celulóze. Hemicelulóza 
je také do značné míry rozpuštěna a extrahována. V důsledku toho jsou vlákna oddělena a  
β-1,4-glykosidické vazby se stávají snadněji dostupné enzymové hydrolýze. [22] 
2.4.2 Chemické složení lepenky 
Sloţení lepenky můţe být variabilní v závislosti na původu a hraje důleţitou roli při 
enzymatické hydrolýze. Srovnání s různými celulózovými materiály je shrnuto v tabulce č. 2. 
Zastoupení jednotlivých sloţek by však nemělo být velmi odlišné od 60 % hm. (ze sušiny) 
celulózy (obrázek č. 2), 14 % hm. (ze sušiny) hemicelulózy (obrázek č. 2), 14 % hm. (ze 
sušiny) ligninu (obrázek č. 3) a 12 % hm. dalších sloţek. [6]  
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Tabulka č. 2: Srovnání sloţení různých celulózových materiálů [11], [6]
Materiál Celulóza [%]* Lignin [%]* Hemilcelulóza [%]* Pentózy [%]*
Zemědělský odpad
pšeničná sláma 36 29 28 24
Měkké dřevo
smrk 43 29 26 6
borovice 44 29 26 8
Odpadní papírovina
lepenka 60 14 14 -
novinový papír 51 21 16 -
– = údaj není dostupný / * [%] ze sušiny. Popel a extrakční činidla nejsou zahrnuty  
2.4.2.1 Celulóza 
Celulóza je lineární, krystalický polymer glukózových jednotek. Struktura je pevná a její 
degradace je proto sloţitá. [24], [11] 
 
Obrázek č. 2: Struktura celulózy a hemicelulózy [25] 
2.4.2.2 Hemicelulóza 
Hemicelulóza spojuje celulózová vlákna s ligninem a je sloţena převáţně z pentóz, hexóz a 
uronových kyselin. Hemicelulóza se skládá z lineárních a rozvětvených heteropolymerů  
L-arabinózy, D-galaktózy, D-glukózy, D-manózy a D-xylózy. V různé míře jsou také 
připojeny k uhlíkové kostře methylové nebo acetylové skupiny. Struktura není krystalická a je 
proto snadněji přístupná hydrolýze. [11],[24] 
2.4.2.3 Lignin 
Lignin, amorfní heteropolymer sloţený převáţně z fenylpropanových jednotek 
(p-kumarylalkoholu, konyferylalkoholu a sinapylalkoholu) tvoří nepropustnou prostorovou 
strukturu odolnou vůči mikrobiálnímu rozkladu a oxidaci. [11], [24]  
Aby bylo moţné celulózový materiál efektivně vyuţít pro enzymatickou hydrolýzu, je 
nutné tuto komplexní matrici narušit. [11], [24]  
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Obrázek č. 3: Struktura ligninu [27] 
2.5 Faktory ovlivňující enzymatickou hydrolýzu lignocelulózových materiálů 
Mezi faktory, které ovlivňují enzymatickou hydrolýzu celulózy, patří: 
 substrát 
 vlastnosti substrátu 
 působení celuláz 
 reakční podmínky (teplota, pH a další parametry) 
 přítomnost a koncentrace inhibitorů. [26] 
2.5.1 Lignocelulózový substrát 
Pro pochopení faktorů ovlivňující enzymatickou hydrolýzu je třeba věnovat pozornost nejen 
sloţení, ale také struktuře lignocelulózového materiálů (viz obrázek č. 4). [5] 
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Obrázek č. 4: Struktura lignocelulózy [28]  
2.5.1.1 Struktura lignocelulózy 
Celulóza je polysacharidický lineární polymer glukózy sloţený z celobiózových jednotek. 
Řetězce celulózy jsou spojeny vodíkovými vazbami v takzvané mikrofibrily. Tyto fibrily jsou 
propojeny navzájem s hemicelulózou a jako pojivo funguje lignin (viz obrázek č. 5). 
Mikrofibrily jsou často spojovány a tvoří makrofibrily. Tato speciální a sloţitá struktura 
celulózy je odolná vůči biologickému i chemickému působení. [19] 
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Obrázek č. 5: Schéma struktury lignocelulózy [5] 
2.5.2 Vlastnosti substrátu 
Za hlavní prvky ovlivňující rychlost enzymatické hydrolýzy jsou povaţovány: 
 Obsah hemicelulózy v substrátu 
 Obsah ligninu v substrátu 
 Krystalinita celulózy 
 Dostupnost řetězců celulózy v matrici substrátu [19] 
2.5.2.1 Vliv hemicelulózy 
Hemicelulóza slouţí jako pojivo mezi ligninem a celulózou, dává celé struktuře větší 
tuhost. Tvoří fyzickou bariérou a můţe chránit celulózu před působením enzymů. [19], [28] 
Na rozdíl od celulózy, která má převáţně krystalickou strukturu, hemicelulóza má amorfní 
rozvětvenou strukturu s malým odporem vůči hydrolýze a lze ji díky tomu snadněji rozloţit 
na monomerní sloţky. [19] 
Rozpustnost sloučenin hemicelulózy je v sestupném pořadí: manóza, xylóza, glukóza, 
arabinóza a galaktóza; s rostoucí teplotou se zvyšuje. Solubilizace hemicelulóz do vody 
začíná přibliţně při180 °C za neutrálních podmínek. Solubilizace však závisí i na dalších 
podmínkách jako je např. pH. [30] 
2.5.2.2 Vliv ligninu 
Lignin tvoří nosnou kostru, do které jsou hemicelulózou „zatmeleny“ svazky celulózových 
vláken. Je odpovědný za integritu, strukturální tuhost, nepropustnost, odolnost 
lignocelulózového materiálu proti mikrobiálnímu útoku a oxidačnímu stresu. [19], [30] 
Lignin tvoří velmi sloţitá molekula, skládá se z fenylpropanových jednotek spojených 
v prostorovou strukturu, kterou je obzvláště obtíţné enzymaticky rozloţit. Jeho obsah a 
distribuce jsou proto povaţovány za významný faktor, který je zodpovědný za odolnost 
přírodního lignocelulózového materiálů tím, ţe omezí přístup enzymu k celulóze. [19], [30] 
Lignin se stejně jako hemicelulózy obvykle začíná rozpouštět ve vodě při 180 °C 
v neutrálním prostředí. Rozpustnost ligninu v kyselém, neutrálním nebo alkalickém prostředí 
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závisí na zastoupení jednotlivých sloţek (p-kumaryl, konyferyl, sinapyl alkoholu nebo jejich 
kombinaci) molekuly. [19], [30]  
Rozpuštěný v médiu působí inhibičně na celulázy a β-glukozidázy. Projevuje se 
neproduktivní vazba na lignin, čemuţ se dá částečně předejít přídavkem povrchově aktivní 
látky jako je BSA (hovězí sérový albumin), ţelatina, nebo PEG (polyethylen glykol), které 
sniţují inhibici a usnadňují desorpci celulázy, čímţ se zvýší výkon hydrolýzy. [28] 
2.5.2.3 Krystalinita  
Mikrofibrily celulózy mají krystalickou a amorfní oblast, a krystalinita je dána relativním 
zastoupením těchto dvou regionů. Hlavní část celulózy (asi 2/3 celulózy) je v krystalické 
formě. Bylo prokázáno, ţe celuláza snadno hydrolyzuje více přístupné amorfní části celulózy, 
zatím co enzym není tak efektivní v méně přístupné krystalické části. Proto se očekává, ţe 
vysoce krystalická celulóza bude více odolná vůči enzymatické hydrolýze, a sníţením 
krystalinity (pomocí předúpravy viz kapitola 2.6) se zvýší efektivita hydrolýzy. [19] 
2.5.2.4 Vliv dostupného povrchu – specifický povrch 
Byla zjištěna souvislost mezi dostupným povrchem pro celulázu a enzymatickou 
rozloţitelností lignocelulózového materiálů. Zvýšení dostupného povrchu pro enzymatickou 
hydrolýzu souvisí s odstraněním ligninu a hemicelulózy. [19] 
Lignocelulózové materiály mají dva různé druhy povrchu: vnější a vnitřní. Vnější povrch 
je úměrný velikosti a tvaru částic, zatímco vnitřní povrch závisí na kapilární struktuře 
celulózových vláken. Suchá celulózová vlákna jsou malé velikosti, asi 15 aţ 40 µm a mají 
značný vnější specifický povrch, např. 0,6 – 16 m2/g. Nicméně, vnitřní povrch sušené 
celulózy je menší. Bobtnání lignocelulózy s vodou a polárními rozpouštědly vytváří velmi 
velký vnitřní povrch. Sušení vláken můţe vyústit v nevratné zhroucení a smršťování kapilár, a 
tím sníţení přístupné plochy. Přítomnost vody má proto významný vliv na specifický povrch 
přírodní celulózy. [19] 
První část enzymatické hydrolýzy se skládá ze tří základních kroků: 
(I) adsorpce celuláz z kapalné fáze na povrchu celulózy 
(II) biologický rozklad celulózy na jednoduché sacharidy, hlavně celobiózu a oligomery 
(III) desorpce celulázy do kapalné fáze [19] 
Přímý fyzický kontakt mezi celulolytickým enzymem a molekulou celulózy je 
předpokladem pro funkci enzymatické hydrolýzy. Přístupná plocha v lignocelulóze a její 
interakce s enzymy mohou být limitující pro enzymatickou hydrolýzu. [19] 
Dostupná plocha povrchu se během enzymatické hydrolýzy mění. Rychlost hydrolýzy je 
obvykle velmi vysoká na začátku, a pak se sníţí. Zpomalení hydrolýzy v pozdějších fázích 
však není v důsledku nedostatku povrchu, ale kvůli potíţím způsobeným při hydrolýze 
krystalické části celulózy. Proto se dá očekávat niţší rychlost hydrolýzy po hydrolýze amorfní 
části. [19] 
2.5.3 Reakční podmínky 
Za hlavní reakční podmínky ovlivňující hydrolýzu se označují: koncentrace substrátu, 
enzymu, teplota, pH, druh a molarita pufru, intenzita míchání a reakční čas. [11] 
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Uvedené podmínky jiţ byly optimalizovány a shrnuty v předchozí diplomové práci. 
O výsledcích pojednává kapitola 2.2.1, proto se jimi jiţ tato práce v kontextu pouhé 
hydrolýzy nebude zabývat. 
2.5.4 Inhibitory enzymatické hydrolýzy 
Inhibitory enzymatické hydrolýzy se dělí do několika skupin s ohledem na jejich původ 
(předúprava, enzymatická hydrolýza) a cíl jejich účinku (inhibice enzymů, následných 
procesů). [31], [32] 
2.5.4.1 Inhibiční sloučeniny vzniklé během předúpravy lepenky 
V závislosti na sloţení lignocelulózového materiálu a druhu předúpravy se značně liší 
sloţení inhibitorů. Kaţdý inhibitor vzniká jenom určitým postupem předúpravy, viz kapitola 
2.6. Schematické znázornění hlavních produktů a moţných inhibitorů z lepenky je zobrazeno 
na obrázku č. 6. V souvislosti s lepenkou je však nutné zmínit, ţe oproti přírodní 
lignocelulóze je obsah hemicelulózy a ligninu výrobním procesem sníţen a proto je 
sníţena i moţnost vzniku inhibitorů předúpravou. [11] 
 
Obrázek č. 6:  Průměrné sloţení lepenky, hlavní produkty hydrolýzy a moţné inhibitory [33] 
 
V procesu předúpravy vzniklé inhibiční sloučeniny mohou být děleny do tří hlavních 
skupin na furaldehydy, slabé kyseliny a fenoly. [33], [34] 
Dva nejvíce časté furaldehydy, HMF (5-hydroxymethyl-2-furaldehyd) a 
furfural (2-furaldehyd), vznikají při náročných podmínkách některých předúprav popsaných 
v kapitole 2.6 z hexóz a pentóz. [35] 
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Slabé kyseliny jako je kyselina octová a mravenčí jsou převáţně tvořeny deacetylací 
hemicelulóz. [35] 
Fenolické sloučeniny vznikají při degradaci ligninu, viz kapitola 2.6 a vyskytují 
se v mnoha variantách (např. kyselina tříslová, galová, 4-hydroxybenzoová a další). [33], 
[34], [35] 
Účinek jednotlivých inhibitorů na enzymatickou hydrolýzu se liší s ohledem na typ 
enzymu, mikroorganismu, ze kterého byl získán a konkrétní inhibiční sloučenině. [35] 
V rámci studie provedené za účelem zjištění inhibičních vlastností různých 
látek na enzymatickou hydrolýzu (enzymy Spezyme CP společnosti GENECOR) bylo 
zjištěno následující: 
 furfural ani HMF při koncentraci do 1,5 g/l neovlivňují hydrolýzu 
 kyselina octová má při koncentraci 15 g/l za následek maximálně 10 % pokles aktivity 
celulázy (při takto vysoké koncentraci by inhibiční účinek na kvasinky nebo bakterie 
byl mnohem větší, viz tabulka č. 5) 
 aromatické aldehydy vzniklé degradací ligninu a furany nezpůsobují i při vysoké 
koncentraci téměř ţádnou inhibici celuláz, ale u mikroorganismů výrazně zpomalují 
růst 
 ve vodě rozpustné aromatické sloučeniny (např. třísloviny) se váţí na hydrofobní část 
enzymů a inhibují hydrolýzu 
 nerozpuštěný lignin blokuje enzymatickou hydrolýzu sterickým bráněním enzymů a 
nespecifickou vazbou s celulázami [36], [37] 
2.5.4.2 Inhibiční sloučeniny vzniklé enzymatickou hydrolýzou lepenky 
Jak bylo popsáno v kapitole 2.3.3, enzymatická hydrolýza probíhá za mírných podmínek a 
je specifická. Proto během jejího průběhu nevznikají ţádné inhibiční produkty. Za hlavní 
inhibiční faktor enzymatické hydrolýzy je povaţována produktová inhibice. [18], [38] 
Vytvořené sacharidy jsou dobře známé inhibitory celuláz. Vzhledem k tomu, ţe celulázy 
jsou přirozeně spojené do metabolických drah in vivo, nebyl nikdy vyvíjen evoluční tlak pro 
vysokou aktivitu celuláz v přítomnosti zvýšených koncentrací glukózy a celobiózy. Četné 
studie prokázaly, ţe oba hlavní sacharidy působí jako inhibitory celuláz. [38], [39] 
Bylo zjištěno, ţe celulázy jsou více citlivé na inhibici celobiózou a akumulace glukózy 
se ukázala jako hlavní inhibitor β-glukosidáz. Hromadění vysoké hladiny glukózy můţe vést 
také k hromadění celobiózy s celkovým výsledkem inhibice celobiohydrolázy a 
endoglukanázy. [39] 
Bylo vyvinuto několik metod pro sníţení produktové inhibice, včetně pouţití vysoké 
koncentrace enzymů, doplnění β-glukosidáz (které hydrolyzují celobiózu na glukózu, a tím 
brání inhibici celobiohydrolázy) během hydrolýzy. Odstranění cukrů při hydrolýze 
ultrafiltrací nebo jinými metodami, případně pouţití současné sacharifikace a fermentace 
(SSF), je další moţností. [31], [26] 
V procesu SSF viz kapitola 2.8, byl studován vliv na sníţení inhibice konečných produktů 
hydrolýzy. V procesu jsou redukující sacharidy vytvořené během hydrolýzy celulózy 
průběţně fermentovány na výsledný produkt, coţ vede ke značnému sníţení inhibice 
hydrolýzy. [26] 
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2.6 Metody předúpravy suroviny pro hydrolýzu a jejich zhodnocení 
Vyuţití celulózové frakce surovin enzymovým aparátem je znesnadněno přítomnosti 
ligninu a hemicelulóz, které brání přístupu enzymů k celulóze a sniţují účinnost hydrolýzy. 
[6], [17] 
Účelem předúpravy je změna těchto vlastností s cílem připravit materiál vhodný pro 
enzymatickou degradaci (viz obrázek č. 7). Vzhledem k tomu, ţe struktura lignocelulózového 
materiálu je velmi komplikovaná, není její předúprava jednoduchá. Nejlepší způsob a 
podmínky předúpravy závisí značně na druhu (sloţení a struktuře) lignocelulózového 
materiálu. [19], [33] 
 
Obrázek č. 7: Schematické znázornění efektu předúpravy lignocelulózového materiálu [40] 
K dosaţení účinné enzymatické hydrolýzy je předúprava nezbytná. Efektivní a hospodárná 
metoda by měla splňovat následující poţadavky:  
 zvýšit dostupnost celulózového vlákna pro enzymatickou přeměnu 
 zvýšit specifický povrch suroviny 
 zabránit vzniku nebo minimalizovat koncentraci vzniklých inhibitorů hydrolytických 
enzymů a mikroorganismů 
 minimalizovat energetické nároky 
 mít nízké náklady na materiál pro výstavbu zařízení pro předúpravu 
 spotřebovat minimum nebo ţádné chemikálie nebo vyuţívat finančně nenáročné 
chemikálie [19], [40] 
Bylo zavedeno několik metod pro předúpravu materiálů před enzymatickou hydrolýzou. 
Tyto metody jsou rozděleny na fyzikální, fyzikálně-chemické, chemické a biologické. Jejich 
výčet je shrnut v tabulce č. 3. [19] 
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Tabulka č. 3: Přehled metod předúpravy lignocelulózového materiálu [19] 
Druh metody Proces předúpravy Druh metody Proces předúpravy
Exploze Mletí
Parní exploze Kulový mlýn
Exploze amoniakálního vlákna (AFEX) Kladivový mlýn
CO2 exploze Koloidní mlýn
SO2 exploze Vibrační mlýn
Alkalická Ozáření
Hydroxid sodný Gama záření
Amoniak Mikrovlné záření
Siřičitan amonný Ostatní
Kyseliny Hydrotermální
Sírová Vysokotlaká pára
Chlorovodíková Expanze
Fosforečná Pyrolýza
Plyn
Oxid chloričitý
Oxid dusičitý
Oxid siřičitý
Oxidační činidla
Peroxid vodíku
Ozón
Extrakce ligninu směsí 
rozpouštědel
Etanol-voda
Benzen-voda
Etylen-glykol voda
Butanol-voda
Fyzikální
Chemické a 
fyzikálně-chemické
Biologické Houby a actinomycety
 
Vzhledem ke zmiňované komplexitě materiálu jeho zpracování obvykle sestává 
z kombinace několika metod. Různé metody předúpravy se projevují různými účinky. 
U některých dochází k hydrolýze hemicelulóz, u některých ke zvýšení obsahu amorfní 
celulózy a uvolnění ligninu. V závislosti na poţadavcích předúpravy, které souvisí 
se sloţením vstupní suroviny, lze kombinovat metody podle jejich účinku (viz tabulka č. 4). 
[17] 
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Tabulka č. 4: Efekt vybraných druhů předúprav [30] 
Předúprava
Zvýšení 
dostupné 
plochy
Snížení 
krystalinity
Rozpuštění 
hemicelulózy
Rozpuštění 
ligninu
Tvorba 
HMF/ 
furfuralu
Úprava 
struktury 
ligninu
Mechanická + +
Explozí vodní parou + + + +
LHW + NS + +/– - -
Kyselá + NS + - - -
Alkalická + NS - +/– + +
Amoniakální (AFEX) + + - + - +
Explozí CO2 + + - +
´+ = hlavní efekt; ´– = minoritní efekt; NS = nebylo stanoveno  
2.6.1 Fyzikální metody předúpravy 
Fyzikální metody předúpravy mohou zvýšit dostupnou plochu a velikost pórů, sníţit 
krystalinitu a stupeň polymerace celulózy. Různé druhy fyzikálních procesů, jako je mletí a 
ozařování mohou být pouţity ke zlepšení výsledků enzymatické hydrolýzy materiálu. [19] 
2.6.1.1 Mletí 
Mletí (řezání biomasy na menší kusy) se pouţívá ke změně struktury lignocelulózového 
materiálu, stupně krystalinity a celkově dělá povrch přístupnější celuláze. Můţe být 
aplikováno na suchý i mokrý materiál. Díky mletí dochází ke sníţení velikosti částic a to ve 
spojení se sníţením krystalinity vede k lepším výsledkům a vyšší rychlosti hydrolýzy. [19], 
[30] 
Během mletí nelze lignin odstranit, pouze mechanicky narušit jeho strukturu. Na druhou 
stranu není nutné uţití dalších chemikálií, zvyšuje dostupný povrch a velikost pórů, sniţuje 
stupeň polymerace a nevznikají ţádné inhibiční látky. [19], [41], [42] 
2.6.1.2 Ozáření 
Předúpravy materiálu pouţitím gama záření a mikrovlnného záření mohou vést ke zlepšení 
enzymatické hydrolýzy.  
Celulóza v lignocelulózovém materiálu je částečně degradována ozářením křehkých vláken 
a nízkomolekulárních oligosacharidů. To je pravděpodobně způsobeno disociací glykosidické 
vazby řetězce celulózy zářením v přítomnosti ligninu. [19] 
Hlavní nevýhodou metody je její cena a obtíţnost průmyslového vyuţití. [19] 
2.6.1.3 Úprava teplem 
Během této předúpravy je lignocelulóza zahřívána a při dosaţení teplotního rozmezí 150 aţ 
180 °C se části lignocelulózové biomasy, především hemicelulózy začnou rozpouštět. Při 
dosaţení horní hranice, teploty 180 °C, se za neutrálních podmínek začne rozpouštět také 
lignin. [30] 
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Termální předúprava s teplotami vyššími neţ 160 °C způsobují v důsledku rozpuštění 
ligninu i vytvoření fenolických sloučenin, které mají v mnoha případech inhibiční nebo 
toxické účinky. Dále se také mohou tvořit zejména v kyselém prostředí sloučeniny jako je 
furfural a HMF. [30] 
Teplotám nad 250 °C je třeba se vyhnout, protoţe při nich dochází k pyrolýze materiálu, 
při které vznikají plynné produkty a uhlíkové zbytky. [30] 
2.6.2 Fyzikálně-chemické metody předúpravy 
Jedná se o metody kombinující fyzikální a chemické procesy. [19] 
2.6.2.1 Exploze vodní parou (autohydrolýza) 
V procesu exploze vodní parou je pouţit vysoký tlak (0,7 – 4,8 MPa) a vysoká teplota, 
typicky mezi 160 a 260 °C po dobu několika sekund aţ minut. Poté je tlak rychle sníţen a 
materiál projde explozivní dekompresí. [19], [43] 
Předúprava odstraňuje většinu hemicelulóz, čímţ zlepšuje dostupnost a účinnost enzymů. 
[19] 
Během části parní předúpravy hemicelulózy se tvoří kyseliny, které urychlují další 
hydrolýzu hemicelulózy. Tento proces katalyzuje proces samotný a nazývá se autohydrolýza. 
[30] 
Zvláštní pozornost je třeba věnovat výběru podmínek, aby se zabránilo nadměrné 
degradaci hemicelulózy za vzniku inhibičních látek. [19] 
2.6.2.2 Parní exploze s přídavkem SO2 
Parní předúprava můţe být provedena s přídavkem oxidu siřičitého. Cílem jeho přidání je 
zlepšit oddělitelnost celulózy a hemicelulózy. Úprava můţe být prováděna 1 aţ 4% SO2 (w/w 
substrátu) při vyšších teplotách (160 aţ 230 °C), po dobu 10 minut. [19] 
2.6.2.3 Amoniakální exploze (AFEX) 
AFEX je jedna z alkalických fyzikálně-chemických předúprav. Proces AFEX sniţuje 
obsah ligninu v lignocelulózovém materiálu, zatímco hemicelulózy a celulózy zůstávají 
nedotčeny. [19] 
Biomasa je vystavena kapalnému amoniaku (1 kg amoniaku na 1 kg hmoty) při teplotě 90 
– 100 °C při vysokém tlaku po dobu 30 min, poté následuje rychlé sníţení tlaku. [19], [26] 
Jednou z hlavních výhod předúpravy AFEX je omezení vzniku některých inhibičních 
sloučenin, které vznikají u ostatních metod, jako furanů u zředěných kyselin a exploze vodní 
parou. Část fenolických fragmentů ligninu můţe uváznout na povrchu celulózy, a proto je 
důleţité spojit proces s omytím materiálu vodou pro jejich odstranění. [19] 
2.6.2.4 Exploze CO2 
Oxid uhličitý je povaţován za dobré extrakční činidlo díky jeho nízké ceně, nehořlavosti, 
snadné recyklaci a přijatelnosti pro ţivotní prostředí. [19] 
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Molekula oxidu uhličitého je velikostí srovnatelná s vodou a amoniakem a dobře proniká 
malými póry. Princip je stejný jako při explozi vodní páry nebo amoniaku. [19] 
2.6.2.5 Předúprava horkou vodou (LHW) 
Vaření lignocelulózového materiálu v horké vodě je jednou z hydrotermálních metod. [19] 
Voda pod vysokým tlakem, při teplotě v rozmezí 160 aţ 190 °C, proniká do biomasy, 
rozpouští hemicelulózy a odstraňuje část ligninu. Aby se zabránilo tvorbě inhibitorů, měla by 
být hodnota pH během předúpravy mezi 4 a 7. Zvolené pH minimalizuje 
vznik monosacharidů, a tedy i vznik jejich degradačních produktů. [30] 
Mezi hlavní výhody metody patří sníţení poţadavků na korozní odolnost vzhledem 
k vyloučení pouţití kyselin. Hemicelulózy zůstávají v kapalné fázi, mohou být odděleny a 
vyuţity v následujícím procesu. LHW také odstraněním části hemicelulóz zvětší specifický 
povrch a zpřístupní ho enzymům. [19] 
2.6.3 Chemické metody předúpravy 
2.6.3.1 Alkalická hydrolýza 
Alkalická hydrolýza vyuţívá hydroxidu sodného, vápenatého (vápna), nebo amoniaku 
k odstranění ligninu a části hemicelulóz za účelem zvýšení specifického povrchu pro enzymy. 
[19] 
Při alkalické předúpravě dochází k solvataci a zmýdelnění v teplotním rozmezí 120 aţ 
130 °C po dobu 5 – 90 minut. To způsobuje bobtnání a zlepšuje přístup pro enzymy a 
bakterie. Dalším důleţitým aspektem alkalické předúpravy je změna struktury celulózy 
do podoby, která je hustší a termodynamicky stabilnější neţ nativní celulóza. [30] 
Předúprava můţe být provedena i při nízkých teplotách, ale po poměrně dlouhou dobu a 
s vysokou koncentrací alkálií. [19] 
V porovnání s kyselinou nebo oxidačními činidly, se zdá být nejúčinnější k rozbití 
esterické vazby mezi ligninem, hemicelulózou a celulózou. [19] 
2.6.3.2 Peroxid vodíku 
Pro předúpravu biomasy je efektivní pouţití alkalického peroxidu. [19] 
Biomasa je vloţena do vody s upraveným pH (např. pomocí NaOH na 11 aţ 12), 
obsahující H2O2 za pokojové teploty na určitou dobu (6 – 24 h). [19] 
Celý proces je zaměřen na odstranění ligninu. Výhodou je, ţe nevzniká měřitelné mnoţství 
furfuralu ani hydroxymethylfurfuralu (HMF). [19] 
2.6.3.3 Předúprava s organickými rozpouštědly 
Organická rozpouštědla rozpouštějí síť ligninu a část hemicelulóz, proto jsou vhodné pro 
pouţití ve spojení s enzymatickou hydrolýzou. [19] 
Různá organická rozpouštědla jako alkoholy, estery, ketony, organické kyseliny, fenoly a 
ethery byly zkoumány. Během výběru vhodného rozpouštědla je nutné zváţit jeho cenu, 
efektivnost a jednoduchost uţití. [19] 
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Lignocelulóza je smíchána s organickými rozpouštědly a vyhřívána vodou (na 150 – 
200 °C), aby došlo k rozpuštění ligninu a části hemicelulóz z pevné fáze. Kromě toho můţe 
být přidán katalyzátor (kyselina šťavelová, salicylová, acetylsalicylová, octová) za účelem 
sníţení provozní teploty nebo zvýšení delignifikace. [19] 
Aplikovaná rozpouštědla by měla být odseparována a recyklována, aby se sníţily provozní 
náklady procesu a také protoţe by mohly být inhibitorem enzymatické hydrolýzy a 
následných procesů. [19] 
Hlavní výhodou pouţívání rozpouštědel více neţ jiné chemické předúpravy je zisk ligninu, 
který můţe být dále pouţit např. pro výrobu elektřiny, tepla, lepidel a další výrobků, díky své 
vysoké čistotě a nízké molekulové hmotnosti. [19] 
2.6.3.4 Ozonolýza 
Předúprava lignocelulózových materiálů lze provádět také ozónem. Tato metoda můţe 
účinně rozkládat lignin a část hemicelulózy. [19] 
Hlavní parametry ozonolýzy jsou vlhkost vzorku, velikost částic a koncentrace ozonu 
v plynu. Zásadním faktorem je procento vody v lignocelulóze, které má nejvýznamnější 
vliv na rozpouštění. Optimální obsah vody je 30 %, coţ odpovídá bodu nasycení vláken. [19] 
Výhodou předúpravy jsou mírné podmínky (provádí se při pokojové teplotě) a hlavně 
absence vzniku inhibičních sloučenin. [19] 
Nevýhodou je cena procesu vzhledem k velké spotřebě ozónu. [19] 
2.6.3.5 Kyselá předúprava 
Úprava lignocelulózových materiálů kyselinou při vysoké teplotě můţe účinně zlepšit 
enzymatickou hydrolýzu. Kyselina sírová je nejpouţívanější, jako další z pouţívaných lze 
uvést kyseliny chlorovodíkovou a dusičnou. [19] 
Hydrolýza za pouţití zředěných kyselin je pravděpodobně nejčastěji pouţívaná metoda 
chemické předúpravy. Můţe být pouţita buď pro předúpravu lignocelulózových materiálů pro 
enzymatickou hydrolýzu, nebo jako samotná hydrolýza na zkvasitelné cukry. [19], [44] 
Při zvýšené teplotě (140 aţ 190 °C) a nízké koncentraci kyselin (0,1 – 1% kyseliny sírové), 
můţe být dosaţeno vysoké reakční rychlosti a výrazného zlepšení hydrolýzy celulózy. Téměř 
100 % hemicelulóz je moţné odstranit zředěnou kyselinou. Předúprava není účinná 
pro rozpouštění ligninu, ale můţe jej narušit a zvýšit tak dostupnost celulózy. [19] 
Hlavní nevýhodou této předúpravy, zvláště při nízkém pH je tvorba různých typů 
inhibitorů, jako jsou karboxylové kyseliny, furany a fenolické látky. Tyto chemické látky 
nemají zásadní vliv na kyselou hydrolýzu, ale jsou obvykle toxické pro mikroorganismy 
pouţívané v dalším procesu. [19] 
2.6.4 Biologické předúpravy 
K zefektivnění enzymatické hydrolýzy mohou být pro předúpravu pouţity i mikroorganismy. 
Jako příklad lze uvést Pleurotus ostreatus, Sphingomonas paucimobilis a Bacillus circulans. 
Ty obvykle degradují lignin a hemicelulózu, ale jen minimálně celulózu. [19] 
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Biologická předúprava by mohla být pouţita nejen pro odstranění ligninu, ale i pro 
biologické odstraňování konkrétních komponent, jako jsou antimikrobiální látky. Nízké 
energetické nároky a šetrnost k ţivotnímu prostředí jsou hlavní výhody biologické 
předúpravy. [19] 
Hlavní nevýhodou je malá rychlost těchto procesů ve srovnání s ostatními předúpravami a 
nízká efektivnost. [19] 
2.7 Fermentace lignocelulózových hydrolyzátů  
Fermentace je proces, při kterém se získává energie a výsledné produkty metabolismu 
(etanol, butanol, metanol aj.) za pouţití mikroorganismů. Dochází během ní k oxidaci 
sacharidů vzniklých enzymatickou hydrolýzou z hemicelulózy a celulózy. [31] 
Lignocelulózové materiály jsou po ukončení enzymové hydrolýzy pouţity pro přípravu 
médií pro navazující biotechnologický proces. Protoţe je výstupní médium hydrolýzy chudé 
na zdroje ţivin (dusík, fosfor, stopové prvky, vitamíny), které jsou nezbytné pro 
metabolismus mikroorganismů, je nutné tyto ţiviny doplnit např. přidáním kvasničného 
extraktu před tím, neţ je do média zaočkována produkční kultura. [45] 
2.7.1 Hlavní problémy fermentace lignocelulózových hydrolyzátů  
Hlavní problémy v efektivní přeměně lignocelulózových hydrolyzátů na finální produkt 
jsou dvojí.  
1) Po předúpravě hydrolyzát můţe obsahovat kromě zkvasitelných sacharidů i širokou škálu 
sloučenin, které mají v závislosti od jejich koncentrace inhibiční účinky 
na mikroorganismy pouţívané pro kvašení (příklad viz tabulka č. 5). Sloţení těchto 
látek závisí na druhu pouţitého materiálu a zejména na povaze předúpravného procesu. 
Vhodnou volbou předúpravy se proto dá těmto inhibitorům vyhnout. [11] 
2) Hemicelulózové hydrolyzáty obsahují nejen hexózy, ale také pentózy. Hexózy lze snadno 
kvasit např. pomocí Saccharomyces cerevisiae. Pentózy jsou pro kvašení obtíţnější. 
Několik ekonomických hodnocení však ukázalo, ţe efektivní fermentace pentóz je 
důleţitá pro celkovou ekonomiku výroby etanolu z lignocelulózových materiálů. [11] 
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Tabulka č. 5: Vliv inhibitorů na mikroorganismy převzatá z článku [11]
Skupina 
inhibitorů
Inhibitor
Koncentrace 
[g/l]
Mikroorganismus
% inhibice růstu (r) 
nebo fermentace (f)
Kyselina octová 1,4 S. cerevisiae 50% (f); pH = 4,5
Kyselina octová 4,3 S. cerevisiae 50% (f); pH = 5,5
Kyselina octová 8 Pichia stipitis 98% (f); pH = 5,1
Kyselina octová 8 P. stipitis 25% (f); pH = 6,5
Furfural 1 P. stipitis 47% (r); 71% (f)
5-hydroxymetyl furfural 3 P. stipitis 69% (r); 90% (f)
p-hydroxybenzaldehyde 0,4
Klebsiella 
pneumoniae
68% (r)
p-hydroxybenzaldehyde 1 S. cerevisiae 48% (f)
4-Hydroxy-3,5-
dimethoxybenzaldehyde
0,5 K. pneumoniae 40% (r)
4-Hydroxy-3,5-
dimethoxybenzaldehyde
0,22 P. stipitis 72% (f)
Acetaldehyd 5 S. cerevisiae 80% (r)
Etanol 120 S. cerevisiae 100% (r)
Kyselina mravenčí 2,7 S. cerevisiae 80% (r)
Kyselina mléčná 38 S. cerevisiae 80% (r)
Chrom 0,1
Pachysolen 
tannophilus
95% (f)
Měď 0,04 P. tannophilus 29% (f)
Ţelezo 0,5 P. tannophilus 45% (f)
Nikl 0,05 P. tannophilus 92% (f)
Zbývající 
sloţky
Sloţky vzniklé 
během 
předúpravy
Produkty 
degradace 
Produkty 
degradace 
ligninu
Produkty 
fermentace
 
2.7.2 Metody překonání produktové inhibice 
Mnohé práce zaměřené na hydrolýzu celulózy odhalily, ţe inhibice koncovými produkty 
celulázy znemoţňuje úplnou přeměnu, a z toho důvodu dochází k efektivnímu vyuţití pouze 
malého mnoţství substrátu. Proto je aktuální pozornost odborné veřejnosti 
směřována k výrobě finálních produktů z celulózy za pomoci metod kombinujících kroky 
hydrolýzy a fermentace, viz obrázek č. 8. Jako příklad takových metod lze uvést:  
A. oddělenou hydrolýzu a fermentaci (SHF) zahrnující čtyři oddělené procesní kroky 
B. současnou sacharifikaci a fermentaci (SSF), která spojuje hydrolýza celulózy a fermentaci 
produktů hydrolýzy do jednoho procesního kroku 
C. současnou sacharifikaci a kofermentaci (SSCF), která oproti SSF přidává současnou 
fermentaci produktů hydrolýzy hemicelulóz [31], [3]  
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Obrázek č. 8: Schematické znázornění spojení procesů hydrolýzy a fermentace (kaţdá část 
reprezentuje bioreaktor) [31] 
2.8 Základy simultánní sacharifikace a fermentace 
Vzhledem k relativní podobnosti procesu (teplota, tlak, pH, kapalná fáze) enzymatické 
hydrolýzy a fermentace je moţné provést tyto dva kroky společně v jednom reaktoru. 
Aplikace současného zcukernatění a fermentace (SSF) lignocelulózových materiálů na finální 
produkty by měla vyústit ve větší rentabilitu procesu. Schéma celého procesu s finálním 
produktem v podobě etanolu je zobrazeno na obrázku č. 9. [46] 
 
Obrázek č. 9:  Schéma výroby etanolu pomocí metody SSF [46] 
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Výnosy glukózy při samostatné enzymatické hydrolýze jsou nízké, pravděpodobně kvůli 
inhibici konečnými produkty a strukturními parametry substrátu. Při pouţití metody SSF 
však lze získat vyšší celkový výnos etanolu, coţ je přisuzováno průběţnému odstraňování 
glukózy kvašením (zmírněním inhibice produktem). [48] 
Navzdory ekonomickým výhodám SSF nad samostatnou hydrolýzou a fermentací (SHF), 
kritický problém SSF je rozdíl v teplotních optimech pro celulázy a fermentační 
mikroorganismus. Kmeny Saccharomyces jsou známé jako dobrý producent etanolu, vyţadují 
však provozní teplotu do 35 °C. Celulázy, které jsou nejčastěji uplatňovány během hydrolýzy, 
mají optimální teplotu 45 – 50 °C. Při niţších teplotách se účinnost enzymů podstatně sniţuje 
a působí tak nepříznivé ve spojitosti s prodlouţením času na zpracování. [46] 
Moţným řešením pro tento problém je uţití termotolerantních kmenů mikroorganismů, 
které by umoţnily vyšší teploty procesu a přiblíţily se tak optimální teplotě pro enzymy. [46] 
2.8.1 Výhody a nevýhody SSF 
Mezi výhody SSF patří niţší mnoţství pouţitého enzymu, vyšší výnosnost, niţší 
poţadavky na sterilní podmínky (glukóza je průběţně odstraňována a vyrábí se bioetanol), 
proces trvá kratší dobu a je třeba menšího počtu reaktorů (oproti SHF stačí jeden), hydrolýza 
se provádí za mírných podmínek (pH 4,8 a teplotě 35 °C) a nedochází ke korozi materiálu. 
V poslední době se také výrazně sniţují náklady na výrobu enzymů pomocí moderních 
biotechnologií. [11], [49] 
Neopomenutelné jsou také nevýhody SSF v porovnání s oddělenou hydrolýzou a 
fermentací (SHF). Optimální teplota pro enzymatické hydrolýzy je typicky vyšší neţ 
u fermentace – alespoň při pouţití mezofilního organismu. Vzhledem k obtíţnosti recyklace 
kvasinek je výhodnější provoz s jejich nízkou koncentrací a vysokým podílem substrátu. 
Z toho důvodu kvasinky nutně představují ztráty výnosu v procesu. Recyklace enzymů je 
stejně obtíţná, protoţe se váţí k substrátu a proto i zde je potřeba počítat s finančními 
ztrátami. [50] 
Mezi další nevýhody SSF se řadí omezená tolerance některých mikroorganismů k etanolu. 
[26] 
2.9 Vhodné typy mikroorganismů pro metodu SSF a etanolové kvašení 
Bylo provedeno mnoho prací na určení vhodného kmene mikroorganismu, který by co 
nejlépe splňoval technické poţadavky enzymatické hydrolýzy. [46] 
Základní aspekty pro výběr mikrobiálního producenta etanolu jsou genetická stabilita, 
schopnost dosahovat vysokých výtěţností z dostupného substrát, tolerance vůči produktu a 
moţným přítomným inhibitorům. Mezi další poţadavky se řadí tolerance k vyšší teplotě a 
moţnost metabolizovat více druhů sacharidů. [51], [52] 
Tradičně je pro tyto účely pouţívána jako producent etanolu kvasinka Saccharomyces 
cerevisiae, z bakterií je vhodná Zymomonas mobilis. [51], [52] 
2.9.1 Saccharomyces cerevisiae 
Při fermentační výrobě etanolu z hexóz se osvědčila a je nejvíce pouţívaným organismem 
Saccharomyces cerevisiae, protoţe vyrábí etanol s vysokým výnosem (vyšší neţ 0,45 g/g 
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hexózy za optimálních podmínek) a vysokou specifickou rychlostí (aţ 1,3 g/g buněčné hmoty 
za hodinu). Má také poměrně vysokou toleranci k etanolu a moţným inhibitorům vzniklým 
během předúpravy lignocelulózového materiálu. [52], [11] 
Neobvyklé vlastnosti této kvasinky jsou výsledkem adaptace na efektivní výrobu etanolu 
z hexóz v průběhu tisíců let. Nevýhodou S. cerevisiae je její neschopnost utilizovat pentózy. 
[11] 
2.9.2 Zymomonas mobilis 
Mezi další mikroorganismy patří bakterie Zymomonas mobilis a geneticky upravené 
bakterie Escherichia coli. [46] 
Z. mobilis je obligátně anaerobní bakterie, která postrádá funkční systém pro oxidační 
fosforylaci, vyrábí tedy etanol a oxid uhličitý jako hlavní produkty kvašení. Zajímavé je, 
ţe Z. mobilis vyuţívá Entner-Doudoroffovy metabolické cesty, která poskytuje niţší produkci 
ATP a biomasy ale vyšší výnos etanolu z glukózy v porovnání se S. cerevisiae. Hlavní 
nevýhodou je však menší tolerance k moţným inhibitorům vzniklým z lignocelulózového 
materiálu předúpravou a vznikajícímu etanolu. [46], [53] 
2.9.3 Termotolerantní mikroorganismy 
Termotolerance v rozmezí teplot 40 – 50 °C (45 – 50 °C je optimální teplota pro celulázy) 
je jednoznačně důleţitým tématem pro SSF a termotolerantní kmeny kvasinek (např. 
Saccharomyces uvarum, Candida brassicae a Kluyveromyces marxianus) je třeba také zváţit 
jako výhodný produkční organismus s ohledem k přiblíţení se optimální teplotě pro 
enzymy. [46], [54], [53] 
Ukázalo se, ţe kmeny Candida a Saccharomyces jsou méně termotolerantní neţ 
Kluyveromyces. Kdyţ Kluyveromyces marxianus L. G. byly kultivovány při 42 °C na glukóze 
o koncentraci 37.6 g/l, výsledná koncentrace etanolu byla 0,4 g/g hexózy. [56] 
2.9.4 Vývoj účinnějších mikroorganismů 
Vývoj účinnějších mikroorganismů můţe sledovat dva směry:  
1) vytváření odolnějších mikroorganismů jako P. stipitis, C. shehatae a rekombinantní 
E. coli vůči inhibitorům  
2) vyuţití genetického inţenýrství na S. cerevisiae pro xylózové kvašení. [11] 
Pro genetické inţenýrství by měl být hledán vhodný hostitel rekombinantní konstrukce. 
Tím je mikroorganismus, který můţe kvasit lignocelulózový hydrolyzát při nízkém pH a je 
vhodný pro genetické modifikace. [11] 
2.10 Návrh technologického postupu 
Proces získání biopaliva můţe být shrnut do základních technologických kroků, 
viz schéma na obrázku č. 10. [21] 
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Obrázek č. 10: Schéma procesu výroby biopaliva [5] 
Pro rozsah zadání diplomové práce jsou relevantní první tři kroky schématu výroby kapalných 
biopaliv. Jedná se o předúpravu vstupní lepenky (viz kapitola 2.6), následnou enzymatickou 
hydrolýzu (viz kapitola 2.3.3) a fermentaci (viz kapitola 2.7) s cílem dosáhnout co největšího 
výtěţku biopaliva z fermentovatelných sacharidů. 
Vzhledem k poznatkům získaným z práce Ing. Brummera viz kapitola 2.2 a teoretickým 
poznatkům předkládané práce bylo učiněno rozhodnutí, ţe hypotéza vyvozená v kapitole 
2.2.3 o inhibici produkty hydrolýzy, bude ověřena pomocí procesu simultánní sacharifikace a 
fermentace. Postup ověření je zaznamenán na obrázku č. 11.  
 
Obrázek č. 11: Návrh postupu optimalizace enzymatické hydrolýzy za pouţití metody 
SSF 
V rámci ověření hypotézy bude zjištěna nejefektivnější předúprava lepenky na základě 
vyhodnocení efektivity enzymatické hydrolýzy měřením přírůstku redukujících sacharidů 
v čase.  
S vybranou předúpravou bude provedena optimalizace základních podmínek SSF (druh 
tlumivého roztoku, pH, koncentrace surovin, koncentrace enzymu, koncentrace ţivin, 
mnoţství mikroorganismů) za účelem maximalizace efektivity hydrolýzy a fermentace. 
Výsledky budou vyhodnoceny na základě měření obsahu etanolu (změřeného pomocí HPLC) 
v odebraném médiu a redukujících sacharidů, které nebyly fermentovány mikroorganismem.  
 36 
 
3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Použité chemikálie, materiál a přístroje 
3.1.1 Použité enzymy 
3.1.1.1 Novozymes® Biomass Kit – NS50013 (celulázový komplex) 
Celulázový preparát NS50013 katalyzuje rozklad celulózového materiálu na glukózu, 
celobiózu a glukooligosacharidy, přičemţ hlavními produkty reakce jsou celobióza a glukóza. 
Doporučuje se preparát NS50013 kombinovat s preparátem NS50010 pro maximalizaci 
výkonu. [44] 
Tabulka č. 6:  Enzymová aktivita preparátu NS50013, doporučené pH, teplota a dávkování 
[44] 
enzym aktivita
1 hustota
2 
[g/ml]
pH
teplota 
[°C]
dávkování 3 
% w/w (na 
TS)
NS50013 700 EGU/g 
(celulázový komplex) (~ 70 FPU/g)
2 – 6 %1,2 4,5 – 6,5 45 – 50
 
1 – EGU – endo-glucanase unit, FPU – filter paper unit 
2 – hodnota hustoty je přibliţná 
3 – dávkování je závislé od typu suroviny, pouţité předúpravy suroviny a dalších 
podmínek zpracování, proto můţe být nutné dávkování značně variabilní 
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Obrázek č. 12: Vliv pH a teploty na aktivitu a stabilitu preparátu NS50013 
(celulázového komplexu) [44] 
3.1.1.2 Novozymes® Biomass Kit – NS50010 (β-glukozidáza) 
β-glukozidázový preparát hydrolyzuje celobiózu na glukózu. Doporučený 
přídavek preparátu NS50010 je 5 – 10 % (v/v) mnoţství enzymového preparátu NS50013 pro 
kompletní hydrolýzu dostupné celulózy. [44] 
Tabulka č. 7:  Enzymová aktivita preparátu NS50010, doporučené pH, teplota a 
dávkování [44] 
enzym aktivita
1 hustota
2 
[g/ml]
pH
teplota 
[°C]
dávkování 3 
% w/w (na 
TS)
NS50010 250 CBU/g
(β-glukozidáza)
1,2 2,5 – 6,5 45 – 70 0,2 – 0,6 %
 
1 – CBU – cellobiase unit 
2 – hodnota hustoty je přibliţná 
3 – dávkování je závislé od typu suroviny, pouţité předúpravy suroviny a dalších 
podmínek zpracování, proto můţe být nutné dávkování značně variabilní 
3.1.2 Použité chemikálie 
3.1.2.1 Příprava roztoku pro stanovení dle Somogyiho a Nelsona 
– molybdenan amonný tetrahydrát – čistý, Lachema o.p., (NH4)6Mo7O24 · 4 H2O 
– hydrogenarzeničnan disodný heptahydrát – čistý, Na2HAsO4 · 7 H2O 
– kyselina sírová 96 % – p.a., LachNer, H2SO4 
– síran měďnatý kryst. – Spolek pro chemickou a hutní výrobu, CuSO4 · 5 H2O 
– síran sodný – bezvodý p.a., LachNer, Na2SO4 
– uhličitan sodný – bezvodý p.a., Lachema o.p., Na2CO3 
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– hydrogenuhličitan sodný – p.a., Lachema a.s., NaHCO3 
– vinan draselno-sodný tetrahydrát – p.a., Lachema a.s., C4H4O6KNa · 4 H2O 
3.1.2.2 Příprava tlumivých roztoků 
– octan sodný bezvodý – p.a., LachNer, C2H3NaO 
– kyselina octová 99 % – p.a., LachNer, CH3COOH 
– kyselina citrónová monohydrát – p.a., LachNer, C6H8O7 · H2O 
– hydrogenfosforečnan sodný střední dodekahydrát – Lachema a.s., Na2HPO4 · 12 
H2O 
3.1.2.3 Příprava kultivačních médií 
– destilovaná voda, H2O 
– kyselina sírová – 96 %, p.a., LachNer, H2SO4 
– hydroxid sodný – čistý, PENTA, NaOH 
– kvasničný extrakt – pro bakteriologii, Carl ROTH 
– dihydrogenfosforečnan draselný – p.a., LachNer, KH2PO4 
– síran hořečnatý heptahydrát – p.a., LachNer, MgSO4 · 7 H2O 
– síran manganatý monohydrát – čistý, PENTA, MnSO4 · H2O 
– síran amonný – p.a., LachNer, (NH4)2SO4 
– agar – bakteriologický, Carl ROTH 
3.1.2.4 Příprava kalibračních roztoků pro HPLC 
– D-glukosa bezvodá – p.a., PENTA, C6H12O6 
– Celobióza – Sigma-Aldrich, C12H22O11 
– Xylóza– Sigma-Aldrich, C5H10O5 
– Arabinóza – Sigma-Aldrich, C5H10O5 
– Kyselina octová 99 % – p.a., LachNer, CH3COOH 
– Etanol 99,9% – pro HPLC, Sigma-Aldrich, C2H5OH 
3.1.2.5 Ostatní 
– Azid sodný p.a., Fluka chemic AG, N3Na 
– Kyselina dusičná konc. – LachNer, HNO3 
– Kyselina fosforečná – PENTA, H3PO4 
3.1.3 Použitá kultura 
Ke kultivaci byla pouţita kultura Saccharomyces cerevisiae pořízená ze Slovenské 
technické univerzity v Bratislavě, ze sbírky mikroorganismů ústavu biotechnologie a 
potravinářství. 
Kmen je uváděn jako dobrý producent etanolu na glukózových a melasových substrátech. 
3.1.4 Použitý substrát 
Vlnitá lepenka – odpadní materiál poskytnutý firmou Tiskárna Brummer & Brummer, 
spol. s.r.o., Banská Bystrica 
3.1.5 Použité přístroje 
Analytické váhy Pioneer™ OHAUS 
Běţné laboratorní sklo 
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Centrifuga Eppendorf 5417 R 
Inkubátor Memmert 
Kombinovaná lednice BOSCH 
Laboratorní vibrační mlýn VM 4, Okresní podnik sluţeb Přerov 
Minitřepačka lab dancer vario 
Mixér Rohnson MultiDuo R-536 
Muflová pec VEB ELEKTRO BAD FRANKENHAUSEN 
Pečící trouba Mora 524 
pH metr inoLab® pH 720 
Spektrofotometr Helios ε 
Termostatovaná třepačka Heidolph® Promax 1020 
Topné hnízdo LTHS 500 
Ultrazvuková čistička Ultrasound 
Ultrospec™ 10 Cell Density Meter 
Váha OHAUS 
HPLC 
– Detektor UV/VIS ECOM s.r.o.  
– Diferenciální refraktometr RIDK 101 
– Pumpa ECOM s.r.o. 
– Sampler HT 300 
– Termostat kolonový LCO 101 ECOM s.r.o. 
3.2 Příprava roztoků 
3.2.1 Somogyiho činidla 
 Somogyi I – 800 ml: 
12 g C2H4O6KNa · 4H2O, 16 g NaHCO3 a 18 g Na2CO3 se nechá rozpustit v 200 ml 
destilované vody. 144 g Na2SO4 (bezvodý) se pomalu přidává za stálého míchání do 600 ml 
teplé destilované vody. Po rozpuštění všech látek se roztoky následně smísí. 
 Somogyi II – 200 ml: 
4 g CuSO4, 36 g Na2SO4 (bezvodý) se rozpustí v 200 ml destilované vody 
 Nelson roztok III – 496 ml: 
25 g (NH4)2Mo7O4 · 4 H2O se rozpustí v 450 ml destilované vody, pomalu se přidává 
21 ml koncentrované H2SO4, roztok se promíchá. Přidají se 3 g Na2HAsO4 · 7 H2O 
rozpuštěného v 25 ml destilované vody. Roztok se smíchají a výsledný roztok se 
dá temperovat 48 hod. v termostatu při 37°C. 
3.2.2 10 mol/l roztok NaOH (M = 40 g/mol) 
40 g NaOH se nechá rozpustit ve 100 ml destilované vody 
3.2.3 Příprava tlumivých roztoků 
Byla vypočítána naváţka soli pro cílový objem a poţadované molarity tlumivých roztoků. 
Naváţená sůl byla rozpuštěna v 60 % cílového objemu destilované vody. Roztok poţadované 
molarity soli byl temperován na poţadovanou teplotu enzymatické reakce a byl titrován 
na poţadované pH roztokem odpovídající kyseliny. Roztoky byly doplněny na poţadované 
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objemy destilovanou vodou. Před pouţitím byly připravené roztoky pufrů uchovávány 
v chladu při 4 °C. 
3.2.4 Příprava pevného média, inokulačního a kultivačního média pro Saccharomyces 
cerevisiae 
Médium pro kvasinky bylo přiţiveno dle návodu dodaného ze Slovenské technické 
univerzity v Bratislavě ke kultuře Saccharomyces cerevisiae. Důvody k přiţivení jsou shrnuty 
v kapitole 2.7. 
Sloţky přídavku byly namíchány dle tabulky č. 8. Do inokulačního média bylo navíc 
přidáno 100 g glukózy. V případě tvorby pevného média pro výsev na plotny byl do roztoku 
kromě glukózy přidán také agar v mnoţství 20 g/l. 
Ve všech mediích bylo upraveno pH zředěnou kyselinou sírovou (1:1) na hodnotu 5,5 a 
směs byla sterilizována (120°C, 10 minut). 
Tabulka č. 8:  Sloţky média pro kultivaci a inokulaci 
Destilovaná voda 1000 ml 
Kvasničný extrakt 4 g 
KH2PO4 1 g 
MgSO4 · 7H2O 0,5 g 
(NH4)2SO4 1 g 
3.3 Předúprava lignocelulózového materiálu 
Před samotnou hydrolýzou je nutné materiál předupravit pro zlepšení dostupnosti celulózy 
pro celulázový enzymatický komplex. 
Byla pouţita fyzikální předúprava surovin mechanickým mletím následujícím postupem. 
Lepenka byla předemleta vlhkým mletím s destilovanou vodou v homogenizátoru / mixéru. 
Surovina byla zfiltrovaná a propraná destilovanou vodou. Filtrační koláč byl usušen při 80 °C 
v tenké vrstvě v sušárně. V případě předúpravy č. 4 byl usušený materiál znovu mletý 
nasucho ve vibračním mlýnu pro dosaţení prachové konzistence. Dále byly pouţity různé 
kombinace fyzikální a chemické předúpravy materiálu viz tabulka č. 9. 
Tabulka č. 9:  Pouţité kombinace fyzikální a chemické předúpravy materiálu 
Označení 
předúpravy
Fyzikální 
předúprava č. 1
Fyzikální 
předúprava č. 2
Chemická 
předúprava č. 1
Chemická 
předúprava č. 2
1 mletí ţádná ţádná ţádná
2 mletí ţádná 0,25% H3PO4 ţádná
3 mletí ţádná 0,25% H3PO4 2% NaOH
4 mletí vibrační mlýn ţádná ţádná
5 mletí vibrační mlýn 0,25% H3PO4 2% NaOH  
Při pouţití kyselé předúpravy suroviny 0,25% H3PO4 se postupovalo následovně. Usušený 
a pomletý materiál (cca 5% w/v) byl suspendován v 0,25% H3PO4 do 300 ml 
Erlenmeyerových baněk a umístěn na temperovanou třepačku při 25 °C a 250 rpm po 
30 minut. Následně byla surovina zfiltrovaná přes buničinu a propraná destilovanou vodou.  
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(Pro 1,2,4 – Filtrační koláč byl usušen při 80 °C na tenké vrstvě v sušárně. Následně byl 
usušený materiál znovu mletý mixérem, v případě předúpravy č. 4 ve vibračním mlýnu.) 
Při pouţití kombinovaných předúprav č. 3 a 5 nebyl filtrační koláč po úpravě materiálu 
0,25% H3PO4 usušen, ale resuspendován v 2% NaOH do 500 ml kulaté zábrusové baňky 
(cca 5% w/v materiálu) a refluxoval se 40 minut na topném hnízdě při 100 °C. Následně byl 
pevný podíl zfiltrován, promyt 1% roztokem CH3COOH. Poté byl materiál promytý 
vícenásobně destilovanou vodou do neutrální reakce (kontrolované pH papírky). Filtrační 
koláč byl usušen při 80 °C na tenké vrstvě v sušárně. V případě předúpravy č. 5 byl dále 
usušený materiál znovu mletý nasucho ve vibračním mlýnu. 
3.4 Základní kvantitativní a kompoziční analýza materiálu 
Pro vyhodnocení efektivity hydrolýzy s pouţitím různých předúprav lepenky byla 
provedena základní analýza materiálu. Byl stanoven obsah sušiny a celulózy v materiálu za 
účelem zjištění výtěţku enzymatické hydrolýzy a vyhodnocení účinnosti předúpravy 
konkrétních materiálů. 
3.4.1 Stanovení celulózy 
Do 100 ml Erlenmeyerovy baňky bylo naváţeno 0,8 g vzorku s přesností 0,0001 g. Bylo 
přidáno 30 ml směsi kyseliny octové a kyseliny dusičné (80% kys. octová : konc. kys. dusičná 
= 10: 1). Baňka byla následně 1 hodinu ponořená ve vroucí vodní lázni a pro sníţení odparu 
bylo hrdlo baňky přikryto malým filtračním trychtýřem. Celá suspenze byla kvantitativně 
převedena pomocí střičky s etanolem do předem zváţené frity s velikostí pórů 30 µm 
(označení frity S3) a zfiltrovaná. Frita s materiálem byla propraná etanolem, umístěna do 
sušárny a minimálně 4 hod. sušena při 105 °C. Následně se frita nechala vychladnout 
v exsikátoru a byla zváţena. Vzorek byl pomocí špachtle vyjmut z frity (po smočení 
etanolem) do 100 ml Erlenmeyerovy baňky a následně bylo nalito do baňky ještě malé 
mnoţství etanolu. Baňka s etanolem a vzorkem z frity byla umístěna do vroucí vodní lázně, 
dokud se všechen etanol neodpařil. Následně bylo do baňky přidáno 20 ml 72% H2SO4 a 
vzorek byl ponechán 1 hodinu hydrolyzovat při 30 °C v temperované třepačce za mírných 
otáček (100 rpm). Zbytek suspenze byl převeden pomocí střičky s etanolem do frity 
s velikostí pórů 30 µm (označení frity S3) a zfiltrován. Frita se vzorkem byla usušena a 
zváţena jako v předchozím postupu. Obsah celulózy ve vzorku byl vypočítán podle 
následujících vztahů: 
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3.4.2 Stanovení sušiny 
Do suchého a předem zváţeného kelímku byly naváţeny 2 g lepenky s přesností 
na 0,0001 g. Kelímek byl umístěn do sušárny a sušen při 105 °C minimálně 4 hodiny. 
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Kelímek se vzorkem byl následně ponechán vychladnout v exsikátoru. Vychladlý 
kelímek byl zváţen na analytických vahách. Obsah sušiny byl vypočten podle následujícího 
vztahu: 
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3.5 Stanovení kalibrační křivky glukózy metodou podle Somogyiho a Nelsona 
Pro sestrojení kalibrační křivky glukózy byl pouţit základní roztok glukózy o koncentraci 
0,5 g/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada glukózy s koncentracemi 
v jednotlivých vzorcích: 0,05; 0,075; 0,10; 0,125; 0,15; 0,175; 0,20 g/l.  
Do kaţdé zkumavky bylo pipetováno 0,5 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1) a 
následně 0,5 ml vzorku z kalibrační řady. Zkumavky byly 10 minut zahřívané ve vroucí vodní 
lázni a následně ochlazeny na laboratorní teplotu. Do zkumavek bylo přidáno 0,5 ml 
Nelsonova roztoku – činidla III a 3,5 ml destilované vody. Zkumavky byly dobře promíchány 
(zvortexovány) a byla měřena absorbance vzorků na spektrofotometru proti blanku při vlnové 
délce 530 nm. Blank obsahoval 0,5 ml destilované vody místo vzorku. Naváţka glukózy pro 
základní roztok byla m GLU = 0,5020 g na 1 litr roztoku. 
3.6 Stanovení redukujících sacharidů podle Somogyiho a Nelsona 
Očekávané produkty hydrolýzy tvoří glukóza, celobióza, a minoritní sacharidy 
viz kapitola 2.3.3. Protoţe se jedná o redukující sacharidy, je moţné pouţít pro sledování 
procesu hydrolýzy stanovení redukujících sacharidů metodou podle Somogyiho a Nelsona.  
Pro stanovení redukujících sacharidů metodou podle Somogyiho a Nelsona byl pouţit 
následující postup:  
Při kaţdém odběru bylo odpipetováno 0,5 ml vzorku do 2 ml mikrozkumavky Eppendorf. 
Vzorky byly ihned povařeny ve vroucí vodní lázni po dobu 5 minut pro ukončení reakce 
(denaturace enzymů). Následně byly vzorky centrifugovány (8000 rpm po dobu 10 minut) pro 
odstranění pevného podílu. Do kaţdé zkumavky bylo pipetováno 0,5 ml Somogyiho činidla (I 
+ II v poměru 4:1) a následně 0,5 ml 100 krát (resp. 200 krát nebo 400 krát) zředěného 
supernatantu. Zkumavky byly 10 minut zahřívány ve vroucí vodní lázni a následně ochlazeny 
na laboratorní teplotu. Do zkumavek bylo přidáno 0,5 ml Nelsonova roztoku – činidla III a 
3,5 ml destilované vody. Zkumavky byly dobře promíchány (zvortexovány) a byla 
změřena absorbance vzorků na spektrofotometru proti blanku při vlnové délce 530 nm. 
Blank obsahoval 0,5 ml destilované vody místo vzorku. Mnoţství redukujících sacharidů 
přítomných ve vzorku bylo vypočteno z rovnice regresní přímky získané z kalibrační křivky 
glukózy. 
3.7 Ověření reprodukovatelnosti výsledku dosažených v práci Ing. Brummera 
Bylo provedeno ověření výběru nejlepší předúpravy lepenky za pouţití optimalizovaných 
parametrů enzymatické hydrolýzy získaných v předchozí práci, viz kapitola 2.2.  
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3.7.1 Enzymatická hydrolýza 
Enzymatická hydrolýza lepenky byla prováděna v batch i fed-batch reţimu. 
Suchý a pomletý materiál byl naváţen s přesností na 0,01 g tak, aby jeho výsledná 
koncentrace byla 8 % w/v a umístěn do 350 ml Erlenmeyerových baněk (všechny stanovení 
byly provedeny trojmo). Byly připraveny tlumivé roztoky (postup viz kapitola 3.2.3). Pufry 
byly v objemu 70 ml pipetovány do Erlenmeyerových baněk s odváţeným substrátem. Aby 
bylo zabráněno mikrobiální kontaminaci během procesu hydrolýzy, byly Erlenmeyerovy 
baňky uzavřeny zátkami z buničiny, obsah byl 10 minut povařen ve vroucí vodní lázni a po 
vychladnutí na laboratorní teplotu byla suspenze suplementována konzervačním činidlem 
azidem sodným (na výslednou koncentraci azidu 0,02 % w/v). Erlenmeyerovy baňky byly 
10 minut temperovány při poţadované teplotě hydrolýzy v temperované třepačce a poté byly 
přidány enzymy (na výslednou koncentraci enzymu 6 % w/w na TS celulázy a 0,6 % w/w 
na TS β-glukozidázy). Byla poznamenána doba začátku hydrolýzy a v časových intervalech 2, 
4, 6, 24, 48, 50, 52, 72, a 96 hodin byly provedeny odběry pro stanovení redukujících 
sacharidů (RS).  
Fed-batch proces se od batch procesu lišil tím, ţe v době 48 hodin od počátku hydrolýzy 
byla přidána další dávka sterilovaného substrátu (4% w/v) spolu se 4 ml pufru. Do jedné 
100 ml Erlenmeyerovy baňky nebyl naváţen substrát ale pouze pufr a tato baňka slouţila 
k měření odparu. Během 96 hodin pokusu docházelo k měřitelnému úbytku kapaliny. 
Kapalina nebyla během batch pokusu doplňovaná ale s odparem vody se počítalo při 
vyhodnocování výsledků. V případě fed-batch procesu byl odpar doplněn pufrem. Analogicky 
probíhala enzymatická hydrolýza s různými kombinacemi předupravené lepenky. 
3.8 Stanovení počtu buněk a růstové křivky 
Pro zajištění reprodukovatelnosti výsledků měření bylo třeba zaočkovat produkční médium 
vţdy ve stejné fázi růstu a stejným počtem buněk, za tímto účelem byla sestavena růstová 
křivka kultury a závislost absorbance na počtu buněk. 
3.8.1 Turbidimetrické stanovení počtu buněk a růstové křivky 
Bylo provedeno turbidimetrické stanovení počtu buněk a růstové křivky pomocí přístroje 
Cell density meter biowave WPACO 8000. Jako blank bylo pouţito kultivační médium před 
zaočkováním kulturou. Pokud byly při měření vzorků hodnoty vyšších neţ 0,90, byl 
vzorek naředěn destilovanou vodou. Vzorky byly proměřovány při vlnové délce 600 nm. 
Z takto získaných hodnot absorbancí byla sestavena růstová křivka a vypočten počet buněk. 
3.8.2 Stanovení počtu buněk metodou výsevu na plotny 
Bylo provedeno stanovení počtu buněk metodou výsevu na plotny. Ze vzorku bylo 
pipetováno 0,5 ml roztoku, který byl následně zředěn desítkovým ředěním (10-3, 10-4, 10-5 
krát). Zředěný vzorek byl dobře promíchán a byl proveden výsev na plotny připravené dle 
návodu v kapitole 3.2.4. Po uplynutí 48 hodin byly na plotnách spočítány kolonie. 
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3.8.3 Stanovení kalibrační křivky závislosti počtu buněk na absorbanci turbidimetrie 
Pro sestrojení kalibrační křivky bylo připraveno inokulační médium dle návodu v kapitole 
3.2.4, ze kterého bylo v čase 12 hodin odebráno pětkrát 0,5 ml roztoku a naředěno (10, 12, 15, 
20 a 30 krát). U naředěných roztoků byla změřena hodnota absorbance na turbidimetru. 
Následně byl kaţdý ředěný roztok dále ředěn (10-3, 10-4, 10-5 krát), dobře promíchán a 
vyset na plotny připravené dle návodu v kapitole 3.2.4. Po uplynutí 48 hodin byly na plotnách 
spočítány kolonie a byla sestavena kalibrační křivka závislosti počtu kolonií [CFU/ml] 
na absorbanci. 
3.9 Optimalizace podmínek simultánní sacharifikace a fermentace 
Za účelem maximalizace výnosu procesu enzymatické hydrolýzy bylo třeba překonat 
předpokládanou produktovou inhibici a k tomu byl v předchozí práci navrhnut proces 
simultánní sacharifikace a fermentace viz kapitoly 2.2.3 a 2.8. Byly proto optimalizovány 
základní podmínky hydrolýzy ve spojení s procesem fermentace s ohledem na viabilitu 
pouţité kultury a maximalizaci výnosu hydrolýzy.  
Byly optimalizovány následující parametry: druh tlumivého roztoku, pH, koncentrace 
surovin, koncentrace enzymu, koncentrace ţivin, mnoţství mikroorganismů. Při optimalizaci 
jednotlivých parametrů byla vţdy pouze jedna proměnná a zbylé parametry zůstaly 
konstantní.  
Jednotlivé experimenty byly prováděny ve třídenních intervalech, pokaţdé ve třech 
vyhotoveních podle následujícího postupu: do 100 ml Erlenmeyerových baněk byl naváţen 
předupravený suchý substrát s přesností 0,01 g. Byly připraveny 1mM tlumivé roztoky s pH 
4,7 (viz postup v kapitole 3.2.3). Tlumivý roztok byl pipetován v objemu 40 ml do baněk a 
suspenze se nechala 24 hodin inkubovat. Poté bylo změřeno pH a podle potřeby upraveno 
na stanovenou hodnotu. Do baňky byly následně přidány jednotlivé sloţky výţivy potřebného 
pro mikroorganismus (viz postup v kapitole 3.2.4). Obsah baňky byl vařen po dobu 10 minut 
ve vroucí vodní lázni za účelem sníţení počtu moţných kontaminantů v médiu. 
Erlenmeyerovy baňky byly ochlazeny na teplotu, při které probíhala simultánní sacharifikace 
a fermentace v temperované třepačce. Byly přidány enzymy v poţadovaném mnoţství a 
vzorek byl zaočkován roztokem obsahujícím předem určené mnoţství 
kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Byl zaznamenán čas začátku reakce a následovalo 
odebírání vzorků v intervalech 6, 24 a 48 hodin. V čase 6 hodin bylo kromě odběru provedeno 
vypuzení kyslíku z roztoku za pomoci dusíku probubláváním.  
Jednotlivé odebrané vzorky byly následně centrifugovány při 8000 otáčkách za minutu po 
dobu 10 minut. Část supernatantu byla pouţita pro stanovení redukujících sacharidů metodou 
dle Somogyiho a Nelsona a zbytek byl přefiltrován přes 45 µm filtr a zamraţen pro pozdější 
stanoveni za pomoci HPLC. 
3.10 Stanovení produktů hydrolýzy a SSF metodou HPLC 
Na analýzu vybraných produktů bylo odebráno 1,5 ml vzorku a centrifugováno při 8000 
otáčkách po dobu 10 minut na chlazené centrifuze eppendorf, supernatant byl přefiltrován 
přes 45 µm filtr a zmraţen pro pozdější stanovení. Po rozmraţení byl vzorek promíchán a 
následně přiveden na kolonu. 
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Separace probíhala izokraticky při 40 °C a průtoku 0,6 ml/minutu na koloně WATREX 
250x8 mm Polymer IEX H
+
 o rozměrech 250 x 4,6 mm a zrnění 8 µm. Byl pouţit sampler HT 
300 s dávkovací smyčkou 20 µl. Jako mobilní fáze byla pouţita 1,3mM H2SO4. K detekci byl 
pouţit refraktometrický detektor RIDK 101 a detektor UV/VIS ECOM při vlnové délce 
190 nm. Veškerá měření byla prováděna trojmo. 
Kvantitativní vyhodnocení bylo provedeno s pouţitím kalibrace standardů. Ze standardů 
byla pouţita: celobióza, glukóza, xylóza, arabinóza a etanol. Standardy byly ředěny 
destilovanou vodou a analýza byla provedena metodou RP-HPLC za stejných podmínek jako 
analýza vzorků. Jednotlivé kroky kalibrační křivky byly vyhodnoceny a závislost takto 
získaná byla pouţita ke stanovení obsahu daných analytů v reálných vzorcích.  
4 VÝSLEDKY A DISKUSE 
4.1 Stanovení kalibrační křivky glukózy metodou podle Somogyiho a Nelsona 
Tabulka č. 10:  Řada roztoků pro stanovení kalibrační křivky glukózy metodou podle 
Somogyiho a Nelsona 
Vvoda [ml] Vglu [ml] cGLU [g/l]
cGLU skutečná 
[g/l]
A530nm
10,0 0,0 0,000 0,0000 0,000
9,0 1,0 0,050 0,0502 0,263
8,5 1,5 0,075 0,0753 0,393
8,0 2,0 0,100 0,1004 0,482
7,5 2,5 0,125 0,1255 0,640
7,0 3,0 0,150 0,1506 0,693
6,5 3,5 0,175 0,1757 0,889
6,0 4,0 0,200 0,2008 0,979  
 
Graf č. 1: Kalibrační křivka glukózy metodou podle Somogyiho a Nelsona 
A = 4,8431c + 0,0105
R² = 0,9944
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Byla stanovena regresní rovnice kalibrační křivky glukózy, viz graf č. 1, která má tvar 
A = 4,8431c + 0,0105 a byla uţita k stanovení redukujících sacharidů metodou podle 
Somogyiho a Nelsona. 
4.2 Analýza obsahu látek pomocí HPLC 
Individuální monosacharidy, disacharidy a etanol byly stanoveny metodou HPLC/RI podle 
postupu uvedeného v kapitole 3.10. Kaţdý vzorek byl proměřen třikrát a ze získaných hodnot 
byl vypočítán interval spolehlivosti. Kvalitativní analýza byla provedena na základě srovnání 
retenčního časů jednotlivých sloţek s retenčními časy standardů.  
 
Tabulka č. 11: Rovnice kalibračních křivek standardů 
Standard Rovnice kalibrační křivky
Celobióza y (mV·S) = 1804,41 · x (mg/ml) - 256,25
Xyl, Man, Gal y (mV·S) = 1492,20 · x (mg/ml) + 427,70
Arabinóza y (mV·S) = 1826,12 · x (mg/ml) + 42,21
Etanol y (mV·S) = 751,64 · x (mg/ml) - 142,93
Glukóza y (mV·S) = 1751,61 · x (mg/ml) - 464,49  
Odečtená průměrná plocha pod píkem (y) byla dosazena do rovnice uvedené v tabulce č. 
11 a byla vypočtena koncentrace jednotlivých analytů (x). 
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4.3 Základní kvantitativní analýza materiálu 
4.3.1 Stanovení celulózy 
Tabulka č. 12:  Výsledky stanovení obsahu celulózy vztaţený na hmotnost vzorku 
předupravené lepenky 
Předúprava č. vz. č. mvzorek [g] mfritaS3.1 [g] mfritaS3.1 + vz. [g] mfritaS3.2 [g] mfritaS3.2 + vz. [g]
1 0,8046 24,5818 25,1197 24,5827 24,6473
2 0,8031 24,3336 24,8716 24,3262 24,3968
3 0,8016 26,7998 27,3725 43,2533 43,2981
4 0,8057 28,8314 29,4119 28,8282 28,8753
5 0,8001 28,4146 29,0248 28,4111 28,4799
6 0,7939 29,3823 29,9842 29,3799 29,4475
7 0,8101 26,8316 27,3732 26,8293 26,8760
8 0,8003 26,6138 27,1537 26,5946 26,6546
9 0,8089 29,4673 30,0154 29,4723 29,5089
10 0,8074 27,1948 27,7660 27,0874 27,1972
11 0,8000 27,7455 28,3031 27,7245 27,7988
12 0,8277 16,1329 16,7190 16,1338 16,2364
Předúprava č. vz. č.
Hrubá 
celulóza 
[%]
Celulóza v 
hrubé celulóze 
[%]
Celulóza [%]
Celulóza 
průměr (%)
IS
1 66,8531 87,9903 58,8243
2 66,9904 86,8773 58,1995
3 71,4446 92,1774 65,8558
4 72,0491 91,8863 66,2033
5 76,2655 88,7250 67,6665
6 75,8156 88,7689 67,3007
7 66,8559 91,3774 61,0912
8 67,4622 88,8868 59,9650
9 67,7587 93,3224 63,2340
10 70,7456 80,7773 57,1464
11 69,7000 86,6750 60,4125
12 70,8107 82,4945 58,4149
1
2
3
4
5
0,6
0,3
0,4
1,9
1,9
58,5
66,0
67,5
61,4
58,7
1
2
3
4
5
 
Tabulka č. 13:  Pouţité kombinace fyzikální a chemické předúpravy  
Označení 
předúpravy
Fyzikální 
předúprava č. 1
Fyzikální 
předúprava č. 2
Chemická 
předúprava č. 1
Chemická 
předúprava č. 2
1 mletí ţádná ţádná ţádná
2 mletí ţádná 0,25% H3PO4 ţádná
3 mletí ţádná 0,25% H3PO4 2% NaOH
4 mletí vibrační mlýn ţádná ţádná
5 mletí vibrační mlýn 0,25% H3PO4 2% NaOH  
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Byl stanoven obsah celulózy vztaţený na hmotnost vzorku v jednotlivých předúpravách 
(viz tabulka č. 13) lepenky. Výsledky stanovení jsou uvedeny v tabulce č. 12. 
Obsah celulózy byl vypočítán podle vzorce: 
     á          
                                
       
 
                é               
                                
                                
      
               á                          é          
Porovnáním obsahu celulózy v jednotlivých vzorcích bylo zjištěno, ţe veškeré předúpravy 
vedly ke zvýšení procentuálního podílu dostupné celulózy ve vzorku. Nejvyšší obsah byl 
stanoven u předúpravy č. 3 (0,25% H3PO4 a 2% NaOH), kde obsah celulózy činil 
67,48 ± 0,36 %. Porovnáním vzorku bez předúpravy se vzorkem č. 3 bylo zjištěno, ţe 
kombinací fyzikální a chemické předúpravy byl zvýšen obsah dostupné celulózy o 8,97 %, 
coţ lze povaţovat za významný rozdíl. 
Vzniklý rozdíl mezi nepředupravenou a předupravenou lepenkou je pravděpodobně 
způsoben částečným rozpuštěním hemicelulóz působením zředěné kyseliny a také částečným 
odstraněním hemicelulóz a ligninu působením hydroxidu, coţ je ve shodě s kapitolou 2.6 
teoretické části. 
4.3.2 Stanovení sušiny 
Tabulka č. 14:  Výsledky stanovení sušiny předupravené lepenky 
Předúprava/ 
číslo
mkelímek [g]
mvzorek 
[g]
mk+v [g]
sušina 
[%]
sušina průměr 
[%]
Směrodatná 
odchylka
IS
1/1 30,9024 1,1695 32,0259 96,07
1/2 16,3802 1,0811 17,4206 96,24
2/3 38,9343 1,0522 39,9116 92,88
2/4 15,3807 1,0534 16,3683 93,75
3/5 18,8405 1,0393 19,8258 94,80
3/6 18,4762 1,0199 19,4456 95,05
4/7 35,2405 1,0276 36,2184 95,16
4/8 33,2830 1,0435 34,2784 95,39
4/9 35,6882 1,0507 36,6906 95,40
5/1 18,4743 2,0078 20,3827 95,05
5/2 16,3790 2,0090 18,2905 95,15
5/3 15,3798 2,0063 17,2881 95,12
95,10 0,04 0,05
Stanovení sušiny
96,15 0,08 0,12
93,32 0,44 0,60
0,12
94,93 0,12 0,17
95,32 0,11
 
Byl stanovený obsah sušiny lepenky podrobené různým druhům předúpravy. Výsledky 
jsou zobrazeny v tabulce č. 14. 
Obsah sušiny lepenky byl určen podle vztahu: 
   š    
     í               í    
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    í                        í                     é ú    ě 
Nejvyšší obsah sušiny byl stanoven v čistě fyzikálně předupravené lepence, která 
obsahovala 96,15 ± 0,12 %. Nejmenší obsah 93,32 ± 0,60 byl stanoven v předúpravě číslo 
dvě. 
4.3.3 Testování účinnosti hydrolýzy odpadní lepenky předupravené různými postupy 
Tabulka č. 15: Podmínky pouţité při hydrolýze různě předupravené lepenky při 
batch/fed-batch procesu po dobu 52 hodin při 50 °C a míchání rychlostí 194 rpm [16] 
lepenka
cs [% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
*µl+
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
*µl+
tlumivý 
roztok
pH
Bez 
předúpravy
8 5,6 + 2,8 70 6 280 0,6 28
octanový 
0,05M
3,7
S 
předúpravou
8 5,6 + 2,8 70 6 280 0,6 28
octanový 
0,1M
4,5
Bez 
předúpravy
8 5,6 70 6 280 0,6 28
octanový 
0,05M
3,7
S 
předúpravou
8 5,6 70 6 280 0,6 28
octanový 
0,1M
4,5
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Fed-
Batch
Batch
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Graf č. 2: Závislost koncentrace redukujících sacharidů na čase během enzymatické 
hydrolýzy při pouţití různých předúprav odpadní papíroviny během 52 hodin 
Tabulka č. 16: Výsledky testování hydrolýzy různě předupravené lepenky při 
batch/fed-batch procesu po dobu 52 hodin 
Lepenka s 
predúpravou 
č.
cRS 
[g/l]
IS 
[g/l]
mGLU 
[g]/52 h
hmotnost 
papíru *g+
sušina 
papíru 
[g]
celulóza 
[g]
teoretický 
výtěžek 
GLU [g]
exp. 
výtěžek 
[%]
gGLU / g 
papír
1 15,8 1,4 1,1 8,40 8,08 4,73 5,25 20,13 0,13
2 18,5 0,9 1,2 8,40 7,84 5,18 5,75 21,53 0,15
3 21,8 0,6 1,5 8,40 7,97 5,38 5,98 24,38 0,17
4 21,3 0,8 1,4 8,40 8,01 4,92 5,47 26,00 0,17
4.1 19,9 1,2 1,3 8,40 8,01 4,92 5,47 24,27 0,16
4.2 19,3 1,7 1,2 5,60 5,34 3,28 3,64 33,28 0,22
5 16,0 2,8 1,1 8,40 7,99 4,69 5,21 20,55 0,13
5.2 9,6 0,8 0,6 5,60 5,33 3,12 3,47 17,66 0,11
X.2 =  batch proces  
 
Graf č. 3: Závislost experimentálního výtěţku glukózy z enzymatické hydrolýzy lepenky 
v % na druhu pouţité předúpravy po 52 hodinách v octanovém pufru při 50°C 
Pro testování různých druhů předúpravy odpadní papíroviny byly pouţity podmínky 
shrnuté v tabulce č. 15. Jednotlivé způsoby předúpravy jsou uvedeny v tabulce č. 13. Hodnoty 
koncentrací redukujících sacharidů získané v průběhu 52 hodin byly pouţity pro výpočet 
experimentálního výtěţku glukózy. Pro potřebu výpočtu byla provedena aproximace, při které 
bylo předpokládáno, ţe koncentrace redukujících sacharidů je rovna koncentraci glukózy, 
protoţe u vyhodnocování hydrolýzy různých předúprav nebyly koncentrace glukózy 
stanovovány. Výsledky testování různých druhů předúpravy jsou shrnuty v tabulce č. 16. 
Kromě experimentálního výtěţku bylo také spočteno mnoţství vzniklé glukózy na gram 
lepenky. 
Testování probíhalo ve dvou reţimech – batch / fed-batch. V obou případech bylo 
na začátku hydrolýzy pouţito mnoţství substrátu odpovídající 8 % w/v (v případě fed-batch 
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procesu bylo provedené přidání 4 % w/v substrátu v době 48 hodin od začátku hydrolýzy). 
Během pokusu byl kontrolován odpar pufru, který byl v případě fed-batch procesu doplněn. 
V případě procesu v reţimu batch byl úbytek zahrnut do výpočtu. 
V grafu č. 2 je moţné vidět srovnání průběhu batch a fed-batch procesu zaznamenaného 
na základě přírůstku redukujících sacharidů v čase při různých předúpravách. 
Díky hodnotám získaným při stanovení redukujících sacharidů při pouţití konstantního 
mnoţství substrátu a enzymů bylo moţné porovnat účinnost jednotlivých předúprav. Souhrn 
experimentálních výtěţků vzhledem k jednotlivým předúpravám je zobrazen v grafu č. 3. 
V čase 52 hodin bylo dosaţeno nejvyššího experimentálního výsledku 33,28 % při pouţití 
čistě fyzikální kombinace předúpravy za pouţití mixéru a vibračního mlýnu. Jako druhá 
nejlepší byla předúprava č. 3 s kombinací fyzikální a chemické metody za pouţití mixéru a 
chemikálií ve dvou krocích. Nejprve byl vzorek upraven pomocí 0,25% H3PO4 a následně 
2% NaOH. Takto bylo dosaţeno experimentálního výtěţku 24,38 %. Nejmenšího výtěţku 
bylo dosaţeno při pouţití lepenky s předúpravou č. 1 a to 20,13 %. 
Rozdíl mezi nejlepší a nejhorší předúpravou tvoří více jak 13 %, coţ není zanedbatelné. 
Vyšší experimentální výtěţek je moţné přisuzovat lepší dostupnosti mleté lepenky pro 
enzymy a menším problémům s mícháním během kultivace v Erlenmeyerových baňkách. 
4.3.4 Srovnání výtěžku redukujících sacharidů z hydrolýzy v závislosti na dávkování 
lepenky použité v procesu hydrolýzy v trvání 96 hodin 
Vzhledem k plánovanému přechodu z procesu hydrolýzy na proces simultánní hydrolýzy a 
fermentace byl experiment vykonán při teplotě (37°C), protoţe tato teplota tvoří optimum 
mezi procesem hydrolýzy a fermentace kvasinkami. [34] 
Procesní podmínky jsou popsány v tabulce č. 17. 
Tabulka č. 17: Podmínky pouţité při batch hydrolýze lepenky po dobu 96 hodin  
cs [% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w na 
TS]
Venzym 
[µl]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
*µl+
tlumivý 
roztok
pH
teplota 
*°C+
michání 
[rpm]
8 4 50 6 200 0,6 20
octanový 
0,1M
4,5 37 194
12 6 50 6 300 0,6 30
octanový 
0,1M
4,5 37 194
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Lepenka 
s 
předúpra
vou č. 4
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Graf č. 4: Závislost koncentrace RS na čase při pouţití různého mnoţství fyzikálně 
upravené lepenky 
 
Graf č. 5: Závislost přírůstku redukujících sacharidů na čase při pouţití různého mnoţství 
(4 a 6 g) fyzikálně upravené lepenky a celkový experimentální výtěţek získaný z poměru 
mnoţství celulózy vstupující do hydrolýzy a mnoţství redukujících sacharidů změřené během 
hydrolýzy  
0
5
10
15
20
25
30
35
40
45
2 6 24 48 72 96 Exp. 
Výtěžek 
[%]
4,44
7,95
13,23
16,70
20,79
24,26
44,06
6,66
10,44
18,51
21,64
26,05
32,24
39,15
K
o
n
ce
n
tr
ac
e
 r
e
d
. s
ac
h
. [
g/
l]
čas [hod.]
Předúprava č.4 (cs 8 %)
Předúprava č.4 (cs 12 %)
53 
 
Tabulka č. 18: Výsledky testování hydrolýzy různého dávkování lepenky při batch 
procesu během 96 hodin při 37°C v 0,1M octanovém pufru 
lepenka s 
predúpravou 
č.
cRS [g/l]
IS 
[g/l]
mGLU 
[g]/96 h
hmotnos
t papíru 
[g]
sušina 
papíru 
[g]
celulóza 
[g]
teoretický 
výtěžek 
GLU [g]
exp. 
výtěžek 
[%]
4 24,3 1,0 1,1 4,0 3,8 2,3 2,6 44,1
4 32,2 1,0 1,5 6,0 5,7 3,5 3,9 39,1  
Byl proveden experiment za účelem stanovení účinnosti hydrolytické reakce dvou různých 
mnoţství substrátu při zachování stejného objemu pufru a 6 % zastoupení celuláz vztaţeného 
na hmotnost substrátu při 37 °C. Byla pouţita předúprava lepenky, která byla v předchozím 
experimentu vyhodnocena jako nejlepší (předúprava č. 4). Průběh hydrolýzy je zaznamenán 
v grafu č. 4. Hodnoty koncentrací redukujících sacharidů získané v průběhu 96 hodin byly 
pouţity pro výpočet experimentálního výtěţku glukózy. Pro potřebu výpočtu byla 
provedena aproximace, při které bylo předpokládáno, ţe koncentrace redukujících sacharidů 
je rovna koncentraci glukózy, protoţe u této hydrolýzy nebyla koncentrace glukózy 
stanovována. Závislost vzrůstající koncentrace redukujících sacharidů v čase je 
zobrazena v grafu č. 5, který je zakončen srovnáním celkového experimentálního výtěţku 
glukózy v čase 96 hodin v %. 
Z dat získaných během pokusu vyplývá, ţe při pouţití většího mnoţství substrátu je 
získáno větší mnoţství redukujících sacharidů, coţ ale při přepočtu výtěţku na gram lepenky 
neznamená větší experimentální výtěţek. Lepšího experimentálního výtěţku bylo dosaţeno 
při pouţití 8% w/v substrátu vztaţeno na objem pufru, viz tabulka č. 18, coţ je ve shodě 
s výsledky předešlé diplomové práce viz kapitola 2.2.  
Z experimentu také vyplývá, ţe při pouţití předúpravy č. 4 za pouţití 6 % enzymu w/w a 
koncentrace substrátu 8 % w/v je moţné dosáhnout 44% konverze celulózy obsaţené 
v lepence na redukující sacharidy v čase 96 hodin. Přičemţ největší nárůst koncentrace 
glukózy byl pozorován v úvodních 24 hodinách experimentu a poté došlo k jeho sníţení 
na přibliţně třetinu (viz graf č. 4), coţ můţe být způsobeno inhibicí koncovým produktem a 
úbytkem lépe štěpitelné amorfní celulózy. 
4.3.5 Stanovení produktů enzymatické hydrolýzy pomocí HPLC 
Za pomoci metody HPLC byly za podmínek uvedených v kapitole 3.10 stanoveny hlavní 
produkty enzymatické hydrolýzy. 
Pokus byl prováděn po dobu 72 hodin v temperované třepačce při podmínkách, které jsou 
v tabulce č. 19. Jako médium byl pouţit pufr připravený dle návodu v kapitole 3.2.3. 
Výsledky získané z měření jsou zaznamenány v grafu č. 6, na kterém je 
zobrazena závislost vzrůstající koncentrace hlavních produktů enzymatické hydrolýzy. 
Vypočtené koncentrace produktů jsou uvedeny v tabulce č. 20. 
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Tabulka č. 19: Podmínky pouţité při batch hydrolýze lepenky po dobu 72 hodin  
cs 
[% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w na 
TS]
Venzym 
[µl]
dávkování 
enzymu 
[% w/w na 
TS]
Venzym 
[µl]
tlumivý 
roztok
pH
teplota 
*°C+
míchání 
[rpm]
8 3,2 40 6 160 0,6 16
octanový 
0,1M
4,5 37 194
NS50010 - β -
glukozidáza
NS50013 - celul. 
komplex
Lepenka 
s 
předúpra
vou č. 4
 
Tabulka č. 20: Koncentrace produktů enzymatické hydrolýzy lepenky 
Čas *hod.+ Celobióza Glukóza Man, Xyl, Gal Arabinóza
0 0,00 0,00 0,00 0,00
24 6,69 10,00 3,19 1,41
48 6,97 12,00 4,02 1,83
72 8,15 15,03 6,33 1,83
Koncentrace [g/l]
Produkty hydrolýzy
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Graf č. 6: Závislost vzrůstající koncentrace produktů enzymatické hydrolýzy na čase 
Za pomoci metody HPLC byl zaznamenán průběh enzymatické hydrolýzy v podobě 
přírůstku koncentrace hlavních metabolitů, viz graf č. 6. Hodnoty koncentrací analytů jsou 
zaznamenány v tabulce č. 20. 
Ze získaných dat bylo zjištěno, ţe hlavním produktem enzymatické hydrolýzy lepenky je 
glukóza, která v čase 72 hodin dosáhla koncentrace 15,03 g/l. Druhým nejkoncentrovanějším 
produktem je celobióza o koncentraci 8,15 g/l. Jako minoritní produkty pak jsou manóza, 
xylóza, galaktózy o souhrnné koncentraci 6,33 g/l (jednotlivé sacharidy nebylo moţné za 
daných podmínek na HPLC separovat) a arabinóza o koncentraci 1,83 g/l. 
Z naměřených výsledků vyplývá, ţe nejvyšší produktivita hydrolýzy je v prvních 
24 hodinách, po kterých se velmi sniţuje, coţ je pravděpodobně způsobeno produktovou 
inhibicí celuláz. Částečně by tento problém mohl být vyřešen zvýšením koncentrace 
β-glukozidázy, která by rozloţila hromadící se celobiózu na glukózu. Ta by ale dále 
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zpětnovazebně inhibovala hydrolýzu a proto je třeba zařadit proces, který by kontinuálně 
glukózu z média odstraňoval. Jednou z moţností je spojení hydrolýzy a fermentace v procesu 
simultánní sacharifikace a fermentace. 
4.3.6 Sestavení růstové křivky Saccharomyces cerevisiae na standardním médiu 
Byla sestrojena růstové křivky kvasinky Saccharomyces cerevisiae v médiu obsahujícím 
jako zdroj uhlíku glukózu. Médium bylo přiţiveno podle návodu v kapitole 3.2.4. Kultivace 
byla prováděna při teplotě 37 °C staticky. pH bylo upraveno na hodnotu 4,7. Růstová křivka 
byla zakreslena do grafu na základě turbidimetrické závislosti hodnot absorbance měřené při 
vlnové délce 600 nm na čase. 
V grafu č. 7 je zřetelná lag-fáze trvající do 4. hodiny kultivace, následný přechod do 
exponenciální fáze růstu a od přibliţně 17. hodiny stacionární fáze. 
Pro další experimenty byla zvolena doba inokulace produkčního média na 12 hodin. Takto 
zvolená doba spadá do intervalu exponenciální fáze růstu a lze proto předpokládat, ţe 
přenosem buněk v této fázi do nového média se minimalizuje lag-fáze. 
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Graf č. 7: Růstová křivka Saccharomyces cerevisiae na glukóze 
4.3.7 Stanovení závislosti optické hustoty na počtu buněk 
Bylo provedeno současné stanovení závislosti optické hustoty ředěného vzorku a počtu 
kolonií vyrostlých na plotnách připravených dle návodu v kapitole 3.2.4. Vzorky odebrané 
z inokula v času 12 hodin byly ředěny dle tabulky č. 21, kde jsou také shrnuty výsledky 
měření. Na základě hodnot byla následně připravena závislost optické hustoty na počtu 
buněk v ml roztoku, viz graf č. 8.  
Získaná závislost byla v dalších experimentech pouţita za účelem zachování stejného 
počtu buněk při zaočkování produkčního média. 
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Tabulka č. 21: Závislost optické hustoty na počtu buněk 
Ředění 
původního 
média
A600
Poč. buněk 
[CFU/ml]
10 0,80 3890000
12 0,71 2990000
15 0,55 2420000
20 0,42 1740000
30 0,26 1420000  
y = 4E+06x + 18268
R² = 0,9771
0
500 000
1 000 000
1 500 000
2 000 000
2 500 000
3 000 000
3 500 000
4 000 000
4 500 000
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
C
FU
/m
l
Optická hustota
 
Graf č. 8: Závislost počtu buněk na optické hustotě 
4.4 Optimalizace podmínek procesu SSF 
Pro vyhodnocení účinnosti enzymatické hydrolýzy v procesu SSF byl učiněn předpoklad, 
ţe veškerá glukóza vytvořená během hydrolýzy je přeměněna v procesu fermentace na etanol, 
který byl vyhodnocován jako ukazatel efektivity hydrolýzy. Mnoţství redukujících sacharidů 
bylo měřeno metodou dle Somogyi-Nelsona a vyjadřuje zbytkové mnoţství sacharidů, které 
nejsou fermentovatelné kvasinkami Saccharomyces cerevisiae. 
4.4.1 Optimalizace druhu pufru a pH vzhledem k viabilitě kvasinek Saccharomyces 
cerevisiae 
Pro testování různých podmínek SSF bylo nutné vytvořit v prvním kroku vhodné prostředí, 
které by nesniţovalo aktivitu enzymů a vyhovovalo kvasinkám s ohledem na viabilitu. Z toho 
důvodu byly provedeny testy dvou pufrů, ve kterých enzymy společnosti Novozymes 
vykazovaly nejvyšší aktivitu. Zároveň byl testován i vliv pH na viabilitu. Rozmezí bylo 
stanoveno na 4,5 aţ 5, protoţe stejné rozmezí pH výluhu bylo vyhodnoceno jako doporučené 
pro hydrolýzu v předchozí práci, viz kapitola 2.2.1.  
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Celý pokus byl prováděn po dobu 48 hodin v temperované třepačce při podmínkách, které 
jsou v tabulce č. 22. Jako médium byl pouţit citráto-fosforečnanový a octanový pufr, 
připravený dle návodu v kapitole 3.2.3. Do média byly přidány ţiviny dle kapitoly 3.2.4.  
Výsledky získané z měření jsou zaznamenány v grafu č. 9, ve kterém jsou porovnány pufry 
při různých pH vzhledem k přírůstku buněk v médiu. Relativní velikost přírůstku byla také 
vypočtena v procentech, viz tabulka č. 23. 
Tabulka č. 22: Podmínky pouţité při optimalizaci pH a pufru 
cs 
[% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
teplota 
[°C]
míchání 
[rpm]
8 3,2 40 6 160 0,6 16 37 190
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Lepenka s 
předúpravou 
č. 4
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Graf č. 9: Závislost přírůstku buněk na pH a druhu pouţitého pufru za 48 hodin 
Tabulka č. 23: Relativní velikost přírůstku vztaţená k nejvyššímu přírůstku v % a pH 
výluhu 
pH
0,1M 
Octanový 
pufr
0,1M Citráto-
fosforečnonový 
pufr
0,1M 
Octanový 
pufr
0,1M Citráto-
fosforečnonový 
pufr
4,5 23,2 46,9 5,0 4,6
4,7 28,1 65,9 5,4 4,9
5 56,2 100 5,7 5,2
Relativní velikost přírůstku v 
% vztažená k nejvyššímu 
přírůstku
pH výluhu
 
Z experimentu vyplývá, ţe v 0,1M citráto-fosforečnanovém pufru je viabilita 
buněk mnohem vyšší neţ v octanovém pufru. Dále je také zřetelné, ţe s vyšším pH se 
přírůstek zvyšuje. Po vyhodnocení výsledků byl proto pouţit v dalších pokusech 0,1M citráto-
fosforečnanový pufr. Nejlepší viability bylo dosaţeno při pH 5, ale v případě vybraného pufru 
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bylo pH výluhu 5,2, coţ překračovalo doporučené rozmezí z předchozí práce, proto bylo pro 
následující experimenty zvoleno pH 4,7. 
Nízká viabilita buněk v octanovém pufru pravděpodobně souvisela s tím, ţe nedisociovaná 
kyselina proniká přes buněčnou membránu a disociuje intracelulárně kvůli vyššímu 
intracelulárnímu pH. Intracelulární pH se tím sniţuje. O inhibičních účincích této kyseliny 
také pojednává tabulka č. 5. [11] 
4.4.2 Optimalizace koncentrace kvasinek Saccharomyces cerevisiae v produkčním 
médiu 
Byl proveden experiment za účelem stanovení optimální koncentrace buněk pro 
zaočkování takové, aby za stanovených podmínek došlo k co nejmenší přeměně sacharidů na 
novou buněčnou hmotu a co největší přeměně na etanol. 
Celý pokus byl prováděn po dobu 48 hodin v temperované třepačce při podmínkách, které 
jsou v tabulce č. 24. Jako médium byl pouţit citráto-fosforečnanový pufr připravený dle 
návodu v kapitole 3.2.3. Do média byly přidány ţiviny dle kapitoly 3.2.4. Na zaočkování byl 
pipetován 1 ml inokula naředěného na výsledné koncentrace, viz tabulka č. 25. 
Výsledky získané z měření jsou zaznamenány v grafu č. 10, ve kterém je porovnán 
relativní přírůstek počtu buněk a koncentrace etanolu v závislosti na koncentraci 
buněk zaočkovaných v čase 0. Získaná data jsou také shrnuta v tabulce č. 25.  
Relativní změna počtu buněk a zvýšení koncentrace (etanolu a RS) v tabulce č. 25. jsou 
vztaţeny ke vzorku s největším přírůstkem (koncentrace, počtu buněk) oproti počátečnímu 
stavu. 
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Tabulka č. 24: Podmínky pouţité při optimalizaci koncentrace buněk na zaočkování
cs 
[% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
teplota 
[°C]
míchání 
[rpm]
8 3,2 40 6 160 0,6 16 37 190
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Lepenka s 
předúpravou 
č. 4
 
Tabulka č. 25: Přehled získaných dat měření optimalizace koncentrace 
buněk na zaočkování 
Počet buněk 
v čase 0 *CFU 
· 106/ml]
Konečný 
počet buněk 
*CFU· 106/ml 
]
Změna 
počtu 
buněk *x · 
106]
Zvýšení 
koncentrac
e RS o [g/l]
Relativní 
změna 
počtu buněk 
[%]
Relativní 
zvýšení 
koncentrace 
RS [%]
Relativní 
zvýšení 
cEtOH [%]
48 50,0 2,0 1,9 2,1 ± 0,3 2,3 13,2 89,6
40 48,0 8,0 1,8 2,3 ± 0,4 9,4 12,1 100,0
32 59,5 27,5 1,7 2,0 ± 0,3 32,3 11,4 85,6
24 72,0 48,0 1,1 2,0 ± 0,4 56,3 7,7 84,1
16 44,0 28,0 1,4 1,7 ± 0,5 32,8 9,9 72,5
8 63,0 55,0 1,8 1,6 ± 0,5 64,5 12,3 69,9
4 80,5 76,5 1,6 1,2 ± 0,5 89,7 11,2 50,2
2 87,3 85,3 2,0 1,0 ± 0,4 100,0 13,4 44,5
0 0,0 0,0 14,5 0,0 ± 0,0 0,0 100,0 0,0
Konečná 
cEtOH [g/l]
0,1M Citráto-fosforečnanový pufr
 
 
 
Graf č. 10: Grafické porovnání relativního přírůstku počtu buněk a zvýšení koncentrace 
etanolu v závislosti na koncentraci buněk zaočkovaných v čase 0 
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Pro další plánované experimenty bylo ţádoucí minimalizovat spotřebu glukózy na tvorbu 
biomasy a maximalizovat mnoţství vzniklého etanolu. Z grafu č. 10 vyplývá, ţe existuje 
úměra mezi pouţitou koncentrací buněk na počátku procesu a rychlostí tvorby biomasy a 
etanolu. Se vzrůstající počáteční koncentrací buněk klesalo mnoţství vytvořené biomasy a 
stoupala koncentrace vytvořeného etanolu.  
Vzhledem k tomu, ţe buňky byly přidány do média ve stejnou dobu, byly ve stejné fázi 
růstu a měly v produkčním médiu stejné podmínky, je pravděpodobné, ţe mnoţství 
produkovaného etanolu bylo ovlivněno schopností přizpůsobit se změně prostředí, která byla 
větší ve větším počtu buněk. [57] 
Z experimentálních dat vyplývá, ţe nejvyšší přírůstek etanolu oproti počáteční koncentraci 
(0 g/l) byl u vzorku s počáteční koncentrací buněk 40·106 CFU/ml na finální koncentraci 
2,3 ± 0,4 g/l.  
Nejmenší nárůst buněčné hmoty byl zjištěn u vzorku s počáteční koncentrací 
buněk 48·106 CFU/ml a druhý nejniţší přírůstek byl u vzorku s počáteční koncentrací buněk 
40·106 CFU/ml. 
Pro další experimenty byla zvolena počáteční koncentrace buněk 40·106 CFU/ml, protoţe 
při jejím pouţití bylo vytvořeno nejvíce etanolu a vykazovala druhý nejmenší nárůstu 
biomasy. 
4.4.3 Optimalizace množství živin v produkčním médiu pro kvasinky Saccharomyces 
cerevisiae 
Vzhledem k tomu, ţe v produkčním médiu je minimum látek nezbytných pro správnou 
funkci mikroorganismů, viz kapitola 2.7, je nutné tyto látky (ţiviny) do média doplnit. Byla 
provedena optimalizace mnoţství přidaných ţivin do produkčního média za účelem stanovení 
nejlepších podmínek pro produkci etanolu.  
Celý pokus byl prováděn po dobu 48 hodin v temperované třepačce při podmínkách, které 
jsou v tabulce č. 26. Jako médium byl pouţit citráto-fosforečnanový pufr připravený dle 
návodu v kapitole 3.2.3. Do média byly přidány ţiviny dle kapitoly 3.2.4. Ţiviny byly 
dávkovány v násobcích a dílech doporučené koncentrace, viz tabulku č. 27. Na zaočkování 
bylo pouţito inokulum o koncentraci buněk 40·106 CFU/ml v mnoţství 1 ml. 
Výsledky získané z měření jsou zaznamenány v grafu č. 11, ve kterém je 
porovnána relativní změna koncentrace etanolu v závislosti na koncentraci ţivin. Získaná data 
jsou také shrnuta v tabulce č. 27. 
Relativní zvýšení koncentrace (etanolu a RS) v tabulce č. 27. jsou vztaţeny ke vzorku 
s největším přírůstkem (koncentrace) oproti počátečnímu stavu. 
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Tabulka č. 26: Podmínky pouţité při optimalizaci koncentrace ţivin v médiu
cs 
[% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
teplota 
[°C]
míchání 
[rpm]
8 3,2 40 6 160 0,6 16 37 190
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Lepenka s 
předúpravou 
č. 4
 
Tabulka č. 27: Přehled získaných dat měření optimalizace mnoţství ţivin v médiu 
Násobky 
doporučení 
koncentrace 
živin
Změna 
počtu 
buněk *x · 
106]
Zvýšení 
koncentrace 
RS o [g/l]
Relativní 
změna počtu 
buněk [%]
Relativní 
zvýšení 
koncentrace 
RS [%]
Relativní 
cEtOH [%]
0,5 45 1,8 7,36 ± 1,14 78,7 100,0 86,1
1 29 1,6 8,55 ± 1,03 50,4 87,4 100,0
3 36 1,3 7,69 ± 0,54 62,8 70,3 90,0
5 58 1,2 6,83 ± 0,68 100,0 67,4 79,9
Konečná cEtOH 
[g/l]
0,1M Citráto-fosforečnanový pufr  
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Graf č. 11: Grafické závislosti relativní koncentrace etanolu v závislosti na koncentraci 
ţivení 
Přídavkem různých koncentrací ţivin bylo ověřeno, ţe nejmenšího nárůstu biomasy a 
největší koncentrace etanolu bylo dosaţeno při pouţití koncentrace ţivení ve stejném poměru, 
který byl doporučen v manuálu dodaném s kvasinkami, viz kapitola 3.2.4. 
4.4.4 Optimalizace množství enzymů  
Byla provedena optimalizace mnoţství enzymů v produkčním médiu.  
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Pokus byl prováděn po dobu 48 hodin v temperované třepačce při podmínkách, které jsou 
v tabulce č. 28. Jako médium byl pouţit citráto-fosforečnanový pufr připravený dle návodu 
v kapitole 3.2.3. Do média byly přidány ţiviny dle kapitoly 3.2.4. Na zaočkování bylo pouţito 
inokulum o koncentraci buněk 40·106 CFU/ml v mnoţství 1 ml. 
Výsledky získané z měření jsou zaznamenány v grafu č. 12, ve kterém je závislost 
relativního přírůstku koncentrace etanolu a redukujících sacharidů v závislosti na mnoţství 
pouţitých enzymů. Získaná data jsou shrnuta v tabulce č. 29. 
Relativní zvýšení koncentrace (etanolu a RS) a relativní celková hmotnost RS v tabulce 
č. 29. jsou vztaţeny ke vzorku s největším přírůstkem (koncentrace) a největší hmotností RS 
oproti počátečnímu stavu. 
Tabulka č. 28: Podmínky pouţité při optimalizaci koncentrace enzymů 
cs [% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
*µl+
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
*µl+
teplota 
*°C+
míchání 
[rpm]
8 3,2 40 37 188
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Lepenka s 
předúpravou 
č. 4
Proměnlivé  
Tabulka č. 29: Přehled získaných dat měření optimalizace koncentrace enzymů 
Koncentrace 
enzymu [% 
w/w]
Zvýšení 
koncentrace 
RS o [g/l]
Relativní 
zvýšení 
koncentrace 
RS [%]
Relativní 
cEtOH [%]
mRS v 1 l 
média *g+
mGLU-EtOH v 
1 l média  
[g]
Celková 
hmotnos
t RS v 1 l 
média *g+
Relativní 
celková 
mRS [%]
0,5 0,1 0,9 ± 1,3 2,9 9,3 0,1 1,8 1,9 8,8
1 0,8 4,3 ± 0,6 36,8 42,7 0,8 8,5 9,2 42,9
2 0,9 3,5 ± 0,6 43,3 34,2 0,9 6,8 7,7 35,7
4 1,4 6,8 ± 0,6 67,6 67,3 1,4 13,3 14,7 68,5
6 1,5 7,5 ± 0,0 73,6 74,1 1,5 14,7 16,2 75,3
8 1,5 9,1 ± 1,6 71,6 90,3 1,5 17,9 19,4 90,1
10 1,7 10,1 ± 1,5 82,1 100,0 1,7 19,8 21,5 100,0
12 2,1 7,6 ± 0,9 100,0 74,8 2,1 14,8 16,9 78,5
14 1,9 9,8 ± 1,4 93,0 96,7 1,9 19,2 21,1 98,1
Konečná 
cEtOH [g/l]
mGLU-EtOH = množství glukózy potřebné na vytvoření konečné koncentrace etanolu v 1 l média
0,1M Citráto-fosforečnanový pufr
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Graf č. 12: Grafické porovnání relativního přírůstku koncentrace RS a koncentrace etanolu 
a relativní celkové hmotnosti RS v závislosti na mnoţství pouţitých enzymů 
Za účelem vyhodnocení experimentu byl učiněn předpoklad, ţe jediný sacharid vyuţitý na 
výrobu etanolu byla glukóza a její konverze byla beze ztrát. Ze známé koncentrace etanolu 
bylo vypočítáno mnoţství etanolu [g] v 1 l média. Pomocí stechiometrického výpočtu byla ze 
známého mnoţství etanolu vypočítána zpětně hmotnost glukózy [g].  
Ze známé koncentrace RS byla vypočítána hmotnost RS [g] v 1 l média. Byl proveden 
součet hmotnosti RS a glukózy za účelem zjištění teoretického celkového mnoţství RS v 1 l 
média. Takto vypočítané hmotnosti byly mezi sebou porovnány.  
Na základě shromáţděných dat bylo vypočítáno, ţe nejvyšší mnoţství RS v 1 l média bylo 
získáno při pouţití koncentrace enzymů 10 % w/w vztaţeno na mnoţství substrátu.  
Pro další pokusy byla zvolena hodnota 6 % w/w na TS, protoţe tato hodnota je mezní 
výrobcem enzymů doporučená, viz kapitola 3.1.1. Dalším důvodem pro nezvyšování 
koncentrace je cena enzymu, která tvoří nezanedbatelnou část ceny celého procesu.  
Pro podrobnější srovnání je nutné vypracovat ekonomickou analýzu, která by porovnala 
náklady spojené s navýšením koncentrace enzymů a získané zvýšením efektivity procesu. 
4.4.5 Optimalizace množství substrátu v produkčním médiu  
Byla provedena optimalizace mnoţství lepenky v produkčním médiu. 
Celý pokus byl prováděn po dobu 48 hodin v temperované třepačce při podmínkách, které 
jsou v tabulce č. 30. Jako médium byl pouţit citráto-fosforečnanový pufr připravený dle 
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návodu v kapitole 3.2.3. Do média byly přidány ţiviny dle kapitoly 3.2.4. Na zaočkování bylo 
pouţito inokulum o koncentraci buněk 40·106 CFU/ml v mnoţství 1 ml. 
Výsledky získané z měření jsou zaznamenány v grafu č. 13, ve kterém je závislost 
koncentrace etanolu na mnoţství pouţitého substrátu. Získaná data jsou shrnuta 
v tabulce č. 31. 
Relativní zvýšení koncentrace (etanolu a RS) a relativní celková hmotnost RS 
v tabulce č. 31. jsou vztaţeny ke vzorku s největším přírůstkem (koncentrace) a největší 
hmotností RS oproti počátečnímu stavu. 
Tabulka č. 30: Podmínky pouţité při optimalizaci koncentrace substrátu 
cs [% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkování 
enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym *µl+
dávkován
í enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym *µl+
teplota 
*°C+
míchání 
[rpm]
40 6 Proměnlivé 0,6 Proměnlivé 37 190
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Lepenka 
s 
předúpra
vou č. 4
Proměnlivé  
Tabulka č. 31: Přehled získaných dat měření optimalizace koncentrace substrátu 
Množství 
substrátu 
[% w/v]
Zvýšení 
koncentrace 
GLU o [g/l]
Relativní 
cEtOH [%]
mRS v 1 l 
média *g+
mGLU-EtOH v 
1 l média  
[g]
Celková 
hmotnos
t RS v 1 l 
média 
[g]
Relativní 
celková mRS 
[%]
1 0,0 3,0 ± 0,4 32,3 0,0 5,9 5,9 28,4
2 0,8 2,5 ± 0,5 27,3 0,8 4,9 5,8 28,1
4 1,2 4,0 ± 0,4 42,9 1,2 7,8 9,0 43,7
6 1,9 4,1 ± 0,5 44,7 1,9 8,1 10,1 48,7
8 2,4 4,4 ± 0,6 47,8 2,4 8,7 11,1 53,8
10 2,4 4,6 ± 0,4 50,0 2,4 9,1 11,5 55,8
12 2,5 9,3 ± 1,2 100,0 2,5 18,1 20,6 100,0
14 2,3 8,8 ± 1,3 94,8 2,3 17,2 19,5 94,4
15 2,3 9,1 ± 0,5 97,6 2,3 17,7 20,0 97,1
mGLU-EtOH = množství glukózy potřebné na vytvoření konečné koncentrace etanolu v 
0,1M Citráto-fosforečnanový pufr
Konečná 
cEtOH [g/l]
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Graf č. 13: Grafické porovnání relativního přírůstku koncentrace etanolu a relativní 
celkové hmotnosti RS v závislosti na mnoţství substrátu 
Za účelem vyhodnocení experimentu byl učiněn předpoklad, ţe jediný sacharid vyuţitý na 
výrobu etanolu byla glukóza a její konverze byla beze ztrát. Ze známé koncentrace etanolu 
bylo vypočítáno mnoţství etanolu [g] v 1 l média. Pomocí stechiometrického výpočtu byla ze 
známého mnoţství etanolu vypočítána zpětně hmotnost glukózy [g].  
Ze známé koncentrace RS byla vypočítána hmotnost RS [g] v 1 l média. Byl proveden 
součet hmotnosti RS a glukózy za účelem zjištění teoretického celkového mnoţství RS v 1 l 
média. Takto vypočítané hmotnosti byly mezi sebou porovnány.  
Na základě shromáţděných dat bylo vypočítáno, ţe nejvyšší mnoţství RS v 1 l média bylo 
získáno při pouţití 12 % w/v vztaţeno na objem média. Tato koncentrace je vyšší neţ 
doporučená dle kapitoly 2.2, coţ je pravděpodobně způsobeno lepší dostupností celulózy díky 
pouţití předúpravy vibračním mlýnem. 
Z grafu č. 13 také vyplývá, ţe další navyšování koncentrace substrátu nad 12 % °w/v 
vztaţeno na mnoţství média nevedlo ke zvýšení mnoţství vytvořeného etanolu. To mohlo být 
částečně způsobeno vysokou viskozitou média a horším mícháním směsi. Vzhledem 
ke koncentraci etanolu 9 g/l mohly být také organismy částečně inhibovány produktem.  
4.4.6 Porovnání výtěžku enzymatické hydrolýzy a simultánní hydrolýzy a fermentace 
Byl proveden 96 hodinový pokus za účelem porovnání experimentálního výtěţku 
enzymatické hydrolýzy a procesu SSF. Pro porovnání bylo nutné zpětně vypočítat mnoţství 
glukózy zfermentované na etanol. Byl učiněn předpoklad, ţe veškerá vzniklá glukóza byla 
jediný sacharid, který byl fermentován kvasinkami, a zároveň byla 100 % 
převedena na fermentační produkt etanol. 
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Experiment byl prováděn v temperované třepačce při podmínkách, které jsou v tabulce 
č. 32. Jako médium byl pouţit citráto-fosforečnanový pufr připravený dle návodu v kapitole 
3.2.3. Do média byly přidány ţiviny dle kapitoly 3.2.4. Na zaočkování bylo pouţito inokulum 
o koncentraci buněk 40·106 CFU/ml v mnoţství 1 ml. 
Výsledky získané z analýzy vzorků odebraných v čase 96 hodin jsou zaznamenány v grafu 
č. 14, ve kterém je zobrazeno srovnání koncentrací jednotlivých látek stanovených pomocí 
HPLC. V ţádném z proměřených vzorků nebyla detekována měřitelná koncentrace glukózy. 
Srovnání experimentálního výtěţku glukózy enzymatické hydrolýzy a procesu SSF je 
v tabulce č. 33. Časová závislost tvorby etanolu je zachycena v grafu č. 15. Podmínky pouţité 
při porovnání enzymatické hydrolýzy a SSF 
cs [% 
w/v]
msubstrát 
[g]
 Vpufr 
[ml]
dávkován
í enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
dávkován
í enzymu 
[% w/w 
na TS]
Venzym 
[µl]
teplota 
*°C+
míchá
ní 
[rpm]
8 3,2 40 6 160 0,6 16 37 / 40 190
NS50013 - celul. 
komplex
NS50010 - β -
glukozidáza
Lepenka s 
předúprav
ou č. 4
 
Tabulka č. 32: Výsledky testování SSF a enzymatické hydrolýzy lepenky po dobu 96 
hodin 
Lepenka s 
predúpravou č.4
cEtOH 
[g/l]
Vypočtená 
cGLU [g/l]
Vypočtená 
mGLU [g]
cRS 
[g/l]
mRS [g]
Celková 
mRS [g]
Hmotnost 
lepenky 
[g]
Hmotnos
t celulózy 
[g]
Teoretick
ý výtěžek 
RS [g]
exp. 
výtěžek 
RS [%]
SSF 37 °C 7,56 14,79 0,57 1,00 0,04 0,61 3,20 1,87 2,08 29,39
Hydrolýza 37 °C - - - 16,00 0,62 0,62 3,20 1,87 2,08 29,78
SSF 40 °C 13,90 27,21 1,05 0,50 0,02 1,07 3,20 1,87 2,08 51,53  
Tabulka č. 33: Výpočet experimentálního výtěţku etanolu v procesu SSF po dobu 96 
hodin 
Lepenka 
s 
predúpra
vou č.4
cEtOH [g/l]
Vypočten
á 
mEtOH[g]
Hmotnos
t lepenky 
[g]
Hmotnos
t celulózy 
[g]
Teoretick
ý výtěžek 
GLU [g]
Teoretick
ý výtěžek 
EtOH [g]
exp. 
výtěžek 
EtOH [%]
SSF 37 °C 7,56 0,34 3,20 1,87 2,08 1,06 31,96
SSF 40 °C 13,90 0,63 3,20 1,87 2,08 1,06 58,80  
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Graf č. 14: Grafické srovnání koncentrací jednotlivých sloţek média z procesu SSF při 37 
a 40 °C v čase 96 hodin 
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Graf č. 15: Závislost vzrůstající koncentrace etanolu v procesu SSF při 37 °C v čase 
4.4.6.1 Výpočet koncentrace produktů SSF 
Z dat získaných analýzou vzorků na HPLC byly vypočítány pomocí kalibračních rovnic 
(viz tabulka č.11) hodnoty koncentrací celobiózy; manózy, xylózy a galaktózy (souhrnná 
koncentrace, za nastavených podmínek nebylo moţné tyto sacharidy odděleně stanovit); 
arabinózy a etanolu. 
Z dat získaných z HPLC vyplývá, ţe během hydrolýzy celulózy jako minoritní produkty 
v nízkých koncentracích vznikají manóza, xylóza, galaktóza a arabinóza rozkladem 
hemicelulóz. Bylo zjištěno, ţe část celobiózy nebyla rozloţena  β-glukozidázou na glukózu. 
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4.4.6.2 Vyhodnocení závislosti přírůstku etanolu na čase 
Ze závislosti přírůstku koncentrace etanolu na čase v grafu č. 15 bylo zjištěno, ţe největší 
nárůst koncentrace proběhl během úvodních 24 hodin procesu a následně se rychlost tvorby 
etanolu zmenšovala. Od 48 hodiny byl jiţ nárůst koncentrace etanolu v roztoku minimální.  
Úbytek v rychlosti nárůstu etanolu v čase můţe být způsoben mnoha faktory. Z faktorů 
ovlivňujících hydrolýzu by se na zpomalení mohlo částečně podílet rozloţení amorfní 
celulózy, která je lépe štěpitelná neţ krystalická a částečně inhibice enzymů 
nefermentovaným produktem hydrolýzy (celobiózou a hemicelulázami) a ligninem, který 
nebyl v procesu výroby lepenky odstraněn.  
Jako pravděpodobný faktor ovlivňující výslednou koncentraci etanolu a nesouvisející 
přímo s procesem SSF, je třeba uvést částečné odpaření vzniklého etanolu, ke kterému mohlo 
vzhledem k nedokonalosti laboratorní aparatury, při teplotě 37 °C a během 96 hodin dojít.  
4.4.6.3 Vyhodnocení experimentálního výtěžku etanolu 
Ze známých koncentrací etanolu bylo vypočítáno mnoţství etanolu v gramech v pouţitém 
objemu. Ze známé hmotnosti lepenky bylo vypočítáno teoretické mnoţství vzniklé glukózy 
v gramech a z ní pomocí stechiometrického výpočtu teoretické mnoţství etanolu v gramech za 
předpokladu, ţe byla glukóza beze zbytku přeměněna na etanol. Vypočtené mnoţství etanolu 
v gramech bylo dáno do poměru s teoretickým mnoţství vzniklého etanolu a byl získán 
experimentální výtěţek etanolu, viz tabulka č. 34. 
Vyššího experimentálního výtěţku bylo dosaţeno při pouţití teploty 40 °C a to 58,80 % 
teoretického výtěţku etanolu vztaţeného na mnoţství vstupní celulózy. Rozdíl mezi 
experimentálními výtěţky etanolu v procesu SSF lze přikládat rozdílu teploty procesu, 
protoţe v případě 37°C je teplota více vzdálená od optimální teploty pro funkci enzymů (45 – 
50 °C). 
4.4.6.4 Vyhodnocení experimentálního výtěžku redukujících sacharidů 
Procesy SHF a SSF, v podobě jaké probíhaly v této práci, není moţné přímo srovnat, 
protoţe v procesu SHF se sleduje pouze vznik RS a v procesu SSF jsou tyto vzniklé RS 
(přičemţ můţe za stejný čas při zmenšení inhibice RS vzniknout více neţ při SHF) 
přeměňovány na etanol s ne přesně známou účinností, pomocí kvasinky Saccharomyces 
Cerevisiae. Určité mnoţství etanolu je ztraceno těkáním v průběhu procesu. V důsledku toho 
jsou vypočtené výsledky pouze orientačního charakteru a je v nich zavedena aproximace, ţe 
etanol vznikal pouze z glukózy a to se 100% účinností (coţ není u kvasinek reálné). 
Ze známých koncentrací etanolu bylo vypočítáno mnoţství etanolu v gramech v pouţitém 
objemu. Pomocí stechiometrického výpočtu byla ze známého mnoţství etanolu 
vypočítána zpětně hmotnost glukózy.  
Metodou dle Somogyiho a Nelsona byla ve vzorcích stanovena koncentrace redukujících 
sacharidů. Ze známých koncentrací RS bylo vypočítáno mnoţství RS v gramech v pouţitém 
objemu. Byla vypočtena suma hmotností RS a zpětně vypočtené glukózy. Vypočtené hodnoty 
jsou uvedeny v tabulce č. 33. 
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Z hmotnosti naváţené lepenky byla vypočítána hmotnost celulózy. Z ní byl vypočten 
teoretický výtěţek glukózy (pro zachování srovnatelnosti s předchozí prací byla vyuţita 
shodná aproximace, ţe veškeré vytvořené redukující sacharidy tvoří glukóza). 
Vloţením hodnot vypočteného teoretického výtěţku glukózy a vypočtené sumy RS do 
poměru byla získána orientační hodnota experimentálního výtěţku RS v procentech. 
Z vypočtených výsledků vyplývá, ţe nejvyššího experimentálního výtěţku redukujících 
sacharidů bylo dosaţeno v procesu simultánní sacharifikace a fermentace při 40 °C (51,53 %). 
Při sníţení teploty na 37 °C došlo ke značnému sníţení experimentálního výtěţku (29,39 %), 
který je srovnatelný s experimentálním výtěţkem hydrolýzy (29,78 %).  
Rozdíl mezi experimentálním výtěţkem glukózy v procesu SSF lze přikládat různému 
rozdílu teploty procesu od optimální teploty pro funkci enzymů (50 °C). 
Pro porovnání experimentálního výtěţku hydrolýzy a simultánní sacharifikace a 
fermentace při 37 a 40 °C je třeba vzít v potaz fakt, ţe pokusy byly vykonávány 
na temperovaných třepačkách, ve kterých se podmínky i přes probublávání dusíkem podobají 
aerobní kultivaci, během které je dostupná glukóza vyuţita na tvorbu biomasy. Je proto 
potřeba počítat s určitou ztrátou glukózy na tvorbu biomasy.  
Jako další faktor ovlivňující výslednou koncentraci etanolu je třeba uvést pravděpodobné 
částečné odpaření vzniklého etanolu, ke kterému mohlo vzhledem k nedokonalosti laboratorní 
aparatury, při teplotě 37 a 40 °C a během 96 hodin dojít. Skutečná účinnost procesu SSF by 
proto mohla být větší neţ udávaná. 
Po zváţení všech dostupných dat a výsledků byl vytvořen závěr, ţe proces SSF byl za 
testovaných laboratorních podmínek účinnější neţ prostá hydrolýza a to především při pouţití 
teploty 40°C.  
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5 ZÁVĚR 
Firmou Novozymes
®
 byl poskytnut testovací balíček enzymů Novozymes Biomass kit. 
Z tohoto balíčku byly testovány enzymové preparáty NS50013 (celulolytický komplex) a 
NS50010 (β-glukozidáza) v procesu enzymatické hydrolýzy s pouţitím lepenky. 
Pro vyhodnocení procesu hydrolýzy bylo nutné provést základní kompoziční analýzu 
pouţitého substrátu. Byl stanoven obsah sušiny u všech předúprav materiálu a pohyboval se 
v rozmezí 93,32 – 96,15 %. U jednotlivých předúprav se významně nelišil. 
Obsah celulózy u jednotlivých předúprav se pohyboval v rozmezí 58,50 – 67,48 %. 
Nejvyšší obsah byl stanoven u předúpravy lepenky 0,25% H3PO4 a 2% NaOH, kde obsah 
celulózy činil 67,48 ± 0,36 %. Porovnáním vzorku bez předúpravy se vzorkem s touto 
předúpravou bylo zjištěno, ţe kombinací fyzikální a chemické předúpravy byl zvýšen obsah 
dostupné celulózy o 8,97 %, coţ lze povaţovat za významný rozdíl. 
Po provedení kompoziční analýzy jednotlivých předúprav lepenky bylo přikročeno k 
testování účinnosti hydrolýzy odpadní lepenky předupravené různými kombinacemi 
chemické a fyzikální předúpravy. Lepenka slouţila jako substrát pro batch a fed-batch 
enzymatickou hydrolýzu 6 % w/w na TS dávkování preparátu NS50013 po dobu 52 hodin.  
Byla vyhodnocena nejlepší metoda předúpravy lepenky, kterou se stala fyzikální 
předúprava za použití mixéru a vibračního mlýnu. Díky této předúpravě bylo dosaţeno 
experimentálního výtěţku glukózy 33,28 %, coţ je oproti lepence bez předúpravy zlepšení o 
13,15 %.  
Bylo provedeno srovnání výtěžku redukujících sacharidů z hydrolýzy v závislosti 
na dávkování lepenky použité v procesu hydrolýzy při 37°C. Lepenka slouţila jako 
substrát pro batch enzymatickou hydrolýzu 6 % w/w na TS dávkování preparátu NS50013 po 
dobu 96 hodin. Bylo pouţito dávkování 8 a 12 % w/v na objem média a bylo zjištěno, ţe 
vyššího experimentálního výtěţku enzymatické hydrolýzy bylo dosaţeno při menším 
dávkování předupravené lepenky. Bylo dosaženo experimentálního výtěžku redukujících 
sacharidů 44 %.  
Jako další experiment v pořadí bylo stanovení produktů enzymatické hydrolýzy pomocí 
HPLC. Bylo zjištěno, ţe hlavním produktem enzymatické hydrolýzy lepenky je glukóza, 
která v čase 72 hodin a při pouţití 6 % w/w na TS dávkování preparátu NS50013 dosáhla 
koncentrace 15,03 g/l. Druhým nejkoncentrovanějším produktem je celobióza o 
koncentraci 8,15 g/l. Jako minoritní produkty pak jsou manóza, xylóza, galaktózy o souhrnné 
koncentraci 6,33 g/l (jednotlivé sacharidy nebylo moţné za daných podmínek na HPLC 
separovat) a arabinóza o koncentraci 1,83 g/l. 
V dalších krocích bylo nutné navrhnout a optimalizovat proces, který by zvýšil 
nízkou účinnost enzymatické hydrolýzy, která byla pravděpodobně způsobena inhibicí 
produkty. Jako vhodný proces byla vybrána simultánní sacharifikace a fermentace, která byla 
pouţita za účelem odstraňovat průběţně produkty hydrolýzy fermentací na etanol. 
Za účelem maximalizace efektivity hydrolýzy v procesu SSF byly optimalizovány 
následující parametry: druh tlumivého roztoku, pH, koncentrace surovin, koncentrace 
enzymu, koncentrace ţivin a mnoţství mikroorganismů. 
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V rámci optimalizace druhu pufru a pH bylo učiněno zjištění, ţe v případě kvasinek 
Saccharomyces Cerevisiae je nejlepší vitality dosaţeno pouţitím 0,1M citráto-
fosforečnanový pufru při pH 4,7 na počátku hydrolýzy.  
Byla provedena optimalizace koncentrace kvasinek Saccharomyces cerevisiae 
v produkčním médiu a jako nejlepší byla na základě přírůstku koncentrace etanolu 
stanovena počáteční koncentrace buněk 40·106 CFU/ml, během které bylo dosaţeno finální 
koncentraci etanolu 2,3 ± 0,4 g/l.  
Jako další byla provedena optimalizace množství použitých enzymů. Nejlepšího výtěţku 
bylo dosaţeno s koncentraci enzymů 10 % w/w vztaţeno na mnoţství substrátu.Výsledná 
koncentrace etanolu v roztoku činila 10,1 ± 1,5 g/l. 
Byla provedena optimalizace množství substrátu v produkčním médiu. K Nejvyššímu 
zvýšení koncentrace RS i etanolu došlo při pouţití dávkování 12 % w/v vztaženo na objem 
média. 
Po provedení optimalizace dílčích parametrů bylo přistoupeno k porovnání enzymatické 
hydrolýzy a simultánní hydrolýzy a fermentace. Z tohoto srovnání vychází nejlépe proces 
SSF při teplotě 40 °C, během kterého bylo dosaţeno finální koncentrace etanolu 13,90 g/l. 
Tato koncentrace odpovídá 58,80 % experimentálního výtěžku etanolu vztaţeno na 
mnoţství vstupní celulózy a 51,53 % výtěžku RS. Na základě těchto zjištění lze prohlásit, ţe 
proces SSF je účinnější v enzymatické hydrolýze neţ SHF a inhibice produktem se pomocí 
tohoto procesu podařilo částečně odstranit. 
Další zjištěnou výhodou SSF oproti SHF je mnohem kratší doba celého procesu, protoţe 
během experimentu bylo zjištěno, ţe pro proces SSF stačí 48 hodin, zato v případě SHF je 
nutná doba na hydrolýzu minimálně 72 hodin a pro následné kvašení dalších minimálně 48 
hodin. 
Je nutné podotknout, ţe všechny experimenty probíhaly v laboratorních podmínkách, které 
nebyly z hlediska procesu pro anaerobní tvorbu etanolu dokonalé. Na zkreslení výsledku 
můţe mít svůj podíl pouţití třepačky k míchání a také odpar etanolu během procesu. 
Pro další postup ve vývoji metody je důleţité pokračovat v experimentech i s jinými 
kulturami, mezi které budou zahrnuty i termofilní kultury za účelem přiblíţení se optimální 
teplotě pro funkci enzymů.  
Jako další krok by bylo vhodné ověřit závěry této práce za pouţití reaktoru, ve kterém by 
bylo zajištěno lepší míchání a byly by lépe kontrolovatelné anaerobní podmínky a únik 
etanolu.    
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7 SEZNAM ZKRATEK 
A – absorbance 
AFEX – Ammonia Fiber Explosion – exploze amoniakálního vlákna 
ATP – Adenosintrifosfát 
BSA – Bovine serum albumin – hovězí sérový albumin 
c – koncentrace 
CBU – cellobiase unit – celobiózová jednotka 
CFU – Colony-forming unit – kolonie vytvářející jednotka 
cs – koncentrace substrátu 
EGU – endo-glucanase unit – endoglukanázová jednotka 
EtOH – etanol 
Exp. – experimentální 
FCH VUT – Fakulta chemická, Vysoké učení technické 
FPU – filter paper unit 
GLU – glukóza 
GAL – galaktóza 
hm. – hmotnostní 
HMF – 5-hydroxymethyl-2-furaldehyd 
hod. – hodina 
HPLC – vysokotlaká kapalinová chromatografie 
in vivo – v ţivém 
IS – interval spolehlivosti 
LHW – Liquid Hot Water – kapalná horká voda 
m – hmotnost 
MAN – manóza 
MO – mikroorganismus, mikroorganismy 
MPO – Ministerstvo průmyslu a obchodu 
p.a. – pro analysi (lat.) – označení chemikálií k analytickým účelům 
PEG – Polyethylene glycol 
Ri – refraktometrický detektor 
rpm – revolutions per minute – otáčky za minutu 
RS – redukující sacharidy 
SHF – separate hydrolysis and fermentation – oddělená hydrolýza a fermentace 
SSCF – Simultaneous saccharification and co–fermentation – simultánní sacharifikace a co–
fermentace 
SSF – simultaneous saccharification and fermentation – simultánní sacharifikace a fermentace 
TS – total solids – souhrn tuhých částic 
UV – ultra fialová oblast 
V – objem 
% v/v – objemových % na objemová % 
% w/v – hmotnostních % na objemová % 
% w/w – hmotnostních % na hmotnostní % 
XYL - xylóza 
